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Introduction  
 
Une protéine est une macromolécule biologique caractérisée par un enchainement 
d’acides aminés (structure primaire) et repliée dans l’espace (structure secondaire et tertiaire). 
Sa structure tridimensionnelle, éventuellement associée à d’autres sous-unités protéiques 
(structure quaternaire) est à l’origine de son activité biologique. Les processus de repliement 
et d’auto-assemblage sont essentiellement guidés par des interactions non covalentes (liaisons 
hydrogènes, van der Waals, électrostatiques) et/ou des modifications post-traductionnelles 
(méthylation, hydroxylation, acétylation, glycosylations, phosphorylations…). L’isolement et 
l’étude de protéines en vue de relier leurs propriétés structurales à leur(s) fonction(s) 
biologique(s) constituent un champ important de recherche scientifique.  
Lors de ce travail, nous nous sommes intéressés à la synthèse et la caractérisation 
structurale de peptides mimes de collagène, seuls ou en présence de collagène naturel. Chez 
les vertébrés, celui-ci représente un quart des protéines de l’organisme et chez l’homme un 
tiers des protéines exprimées. On le rencontre également chez les invertébrés : insectes ainsi 
que dans certains organismes marins.1 Sans sa présence, nous ne serions qu’une « flaque 
d’eau ». En effet, son rôle, en coopération avec l’élastine ou d’autres molécules associées à sa 
structure quaternaire, est d’assurer la cohésion des tissus et de l’ensemble des organes. En 
fonction de son organisation structurale, il leur confère des propriétés de résistance (os), de 
souplesse (peau), ou de transparence (cornée). Selon l’expression du Dr P. Bououyrie, le 
collagène est à l’être ce que l’acier est au béton armé. A poids égal, la résistance des fibrilles 
de collagène surpasse en effet celle de l’acier. De façon générale, les collagènes désignent des 
protéines constituées de domaines hélicoïdaux résultant de l’enroulement de trois chaines α-
peptidiques. On en recense, aujourd’hui, 28 types chez les vertébrés. 
Nous nous sommes particulièrement intéressés au collagène de type I, fibrillaire, qui 
est extrêmement abondant puisqu’il représente 90% des collagènes. Chez l’homme, il est 
constitué de trois chaines comptant chacune plus d’un millier d’acides aminés et associées au 
sein d’une triple hélice. Il est alors aisé de comprendre que les propriétés mécaniques du 
collagène sont étroitement liées à la stabilité de la triple hélice. Une première condition 
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nécessaire à sa formation est d’avoir un nombre important de résidus cycliques de type 
pyrrolidine stabilisant une structure secondaire polyproline II (PPII) et la présence 
systématique d’une glycine tous les trois résidus dans sa séquence primaire. Au-delà de ces 
contraintes de structure primaire, Raines et al.2 ont proposé un « code » qui repose sur la 
nature des plissements des cycles pyrrolidines et qui sera présenté en détail dans le chapitre 
3.3-5 
De nombreuses équipes de recherche ont tenté d’étudier et/ou de mimer la triple hélice 
de collagène pour mieux contrôler sa stabilité. L’omniprésence du collagène dans le corps 
humain et les nombreuses pathologies qui peuvent subvenir suite à une anomalie lors de sa 
biosynthèse ou à des défauts de repliement expliquent qu’il constitue un objet d’étude de 
premier plan. Parmi les maladies les plus connues, on peut citer le scorbut, l’ostéogenèse 
imparfaite (ou maladie des « os de verre ») ou encore les syndromes d’Ehler-Danlos qui se 
signalent par une hyper-élasticité des tissus (d’où le syndrome de « l’homme caoutchouc »). 
Outre son intérêt d’un point de vue médical, il est également très étudié pour la conception de 
nouveaux biomatériaux. En effet, le collagène naturel est le principal composant des sutures 
biodégradables, des valves cardiaques artificielles et des implants pour l'incontinence urinaire. 
Ce marché est en nette augmentation en raison du vieillissement de la population. Cependant, 
il existe des facteurs limitant l’utilisation de collagène naturel. Une première raison vient de 
son origine animale, principalement bovine, à l’origine d’allergies ainsi que de problèmes 
d’immunogénicité. Par ailleurs, il est difficile d’obtenir du collagène naturel sans dégrader ses 
propriétés structurales et mécaniques car les méthodes d’extraction et de purification 
employées sont longues et fastidieuses, souvent incompatibles avec les conditions de 
préservation du collagène natif. C’est pourquoi des molécules synthétiques ont été 
développées pour mimer le collagène. Ces molécules nouvelles ont été dénommées CMP, 
l’acronyme anglais de « Collagen Model Peptide ». Le peptide (Pro-Hyp-Gly)n s’est illustré 
comme le CMP de référence puisqu’il correspond à la répétition du triplet le plus présent dans 
la séquence de collagène. Différentes modifications ont alors été envisagées, basées sur cette 
séquence de référence : utilisation d’acides aminés naturels non cycliques à des positions 
stratégiques, insertion d’analogues de prolines variés,1,6 création de liens covalents entre 
chaines α-peptidiques.7 Certains de ces CMP sont déjà de bons candidats pour la fabrication 
de biomatériaux soit par dopage du collagène naturel,8 soit par greffage sur des polymères 
synthétiques, soit par addition à des matériaux inorganiques.9,10 Certains d’entre eux forment 
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des fibres, des gels, mais ne sont pas encore assez stables d’un point de vue thermique, 
manquent de résistance mécanique, ou ne sont pas biocompatibles.11,12  
Les études que nous avons menées ont visé à analyser en détail les relations entre une 
triple hélice modèle et les différentes espèces monomériques présentes en solution, identifiées 
grâce à des développements d’outils originaux. Une approche multi-échelle a été privilégiée 
pour appréhender les différents niveaux de structuration de peptides mimes de collagène : 
conformation locale, structures secondaires, assemblages trimériques et supramoléculaires. Le 
travail est ici présenté en trois grands chapitres : 
Dans un premier chapitre, après une présentation détaillée du collagène naturel, nous 
aborderons les synthèses peptidiques menées et nous nous focaliserons sur leur étude 
structurale en solution. Nous appréhenderons la stabilité de la triple hélice de collagène et sa 
caractérisation structurale grâce à l’utilisation de peptides modèles marqués. Il contiendra un 
premier aperçu des techniques utilisées durant ce travail : dichroïsme circulaire, Résonance 
Magnétique Nucléaire et dynamique moléculaire. 
Dans un deuxième chapitre, nous étudierons les assemblages supramoléculaires 
solubles et insolubles de ces peptides modèles mais également le dopage des phases denses de 
collagène par ces molécules peptidomimétiques. Les techniques mises en œuvre pour réaliser 
ces études sont nombreuses : microscopies optiques/électroniques, RMN liquide/solide, 
diffusion de lumière (Diffusion Light-Scattering). 
Enfin dans un dernier chapitre, nous proposerons une nouvelle famille de molécules 
peptidomimétiques. Les synthèses et les analyses structurales de triplets fluorés seront 
détaillées et les premières études de peptides contenant des groupes triflorométhylés seront 
évoquées. Ceux-ci nous apparaissaient prometteurs dans le cadre de la conception de 
nouveaux CMP, en vue d’améliorer la stabilité de la triple hélice et de promouvoir des 
assemblages supramoléculaires supérieurs.  
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Chapitre 1   
Etude des relations  
monomères / triples hélices 
 
 
C’est en 1803 que la notion d’équilibre chimique est pour la première fois évoquée 
par le chimiste Claude Louis Berthollet. Les peptides que nous introduisons dans ce 
chapitre, les CMP, constituent un bel exemple d’équilibre chimique. Ils ne font pas 
intervenir de réaction chimique mais des échanges conformationnels entre des espèces 
monomériques et des assemblages de trois monomères, structurés en triple hélice.  
 
Nous évoquerons dans un premier temps le contexte qui nous a amené à nous 
intéresser à ces molécules CMP. Nous montrerons, après une présentation détaillée du 
collagène naturel, leurs intérêts ainsi que les stratégies développées pour construire des 
assemblages en triple hélice stables. Dans une seconde partie, nous présenterons la 
synthèse et la caractérisation de ces peptides. Ensuite, nous étudierons par RMN les 
différentes populations présentes à l’état liquide. Certaines de ces études reposent sur des 
développements méthodologiques nouveaux utilisant un marquage isotopique spécifique 
des glycines. La dernière partie est enfin consacrée à des études de dynamique moléculaire. 
Les paramètres structuraux obtenus, caractéristiques des édifices moléculaires, seront 
comparés aux observations faites par RMN en solution. 
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1.1. Peptides modèles de collagène CMP 
1.1.1 Le collagène naturel : ubiquitaire, protéiforme, mais 
difficilement exploitable 
Le collagène est la protéine structurale la plus abondante du règne animal. Le terme 
« collagène » est un néologisme de la langue française (du grec : kolla – colle et genno – 
donner la vie) apparu au cours du XIXe siècle par les histologistes pour désigner le 
constituant des tissus conjonctifs.1 Le collagène, comme élément de structure de base pour 
la plupart des tissus conjonctifs, joue un rôle important dans le maintien de l'intégrité 
structurelle et biologique de l'architecture de la matrice extracellulaire. De façon générale, 
les collagènes désignent des protéines constituées de domaines  hélicoïdaux résultant de 
l’enroulement de trois chaines α-peptidiques. On recense, aujourd’hui, 28 types de 
collagène chez les vertébrés que l’on peut classer en 5 catégories : fibrillaire, en réseau, 
FACIT (Collagène Associé en Fibrilles avec Triple hélice Interrompue), MACIT 
(Collagène transMembranaire avec des interruptions de triple hélice) et MULTIPLEXIN 
(domaine multiple de triple hélice et interruption).2,3 Un tableau présentant les différents 
types de collagène ainsi que leur localisation et les pathologies liées à des altérations de 
leur structure est présenté en ANNEXE 1.  
La biosynthèse du collagène fibrillaire – Les fibres de collagène se forment à partir de 
chaines polypeptidiques synthétisées par les ribosomes liés à la membrane du réticulum 
endoplasmique et sécrétés dans le lumen de celui-ci. Les étapes principales dans la 
formation de fibres de collagène sont : (i) hydroxylation de certaines prolines et lysines en 
4-hydroxyproline, 3-hydroxyproline et hydroxylysine, (ii) glycoslation de certaines 
hydroxylysines en galactosylhydroxylysine et glucogalactosylhydroxylysine, (iii) 
glycosylation de certaines asparagines sur les extrémités N- et C-terminales (télopeptides) 
(iv) rapprochement de trois chaines peptidiques au niveau de leurs extrémités C-terminales 
(2 chaines α1, 1 chaine α2) (v) formation de ponts disulfures intra et intermoléculaires 
stabilisant le point de nucléation C-terminal (Figure 1). On parle ensuite de processus 
zipper-like : à partir du point de nucléation il y a une propagation de l’assemblage des trois 
chaines peptidiques du C-terminal vers le N-terminal pour former le procollagène.4 Les 
molécules de procollagène sont ensuite transportées dans l’appareil de Golgi où elles 
s’associent latéralement pour former des vésicules de sécrétion. Au moment de leur 
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excrétion de la cellule, les télopeptides du procollagène sont clivés par des propeptidases 
N- et C-terminales au niveau de la membrane cellulaire. L’étape suivante est l'auto-
assemblage spontané des molécules de collagène résultant à la formation de fibrilles. De 
courts segments, non associés en triple hélice sont présents aux extrémités des chaines α et 
sont importants pour former les fibrilles de collagène. Les amines de certaines lysines et 
hydroxylysines présentes sur ces courts segments vont être oxydées et transformées en 
aldéhydes réactifs, ce qui va permettre la création de liaisons covalentes entre les fibrilles 
et ainsi les rendre plus rigides (fibres).  
 
Figure 1: Schéma issu de la publication de Kivirikko et al.5 présentant la formation de la fibre de collagène  
La Figure 2 permet d’avoir une idée de la taille relative des assemblages aux différentes 
étapes de formation de la fibre de collagène. 
Il est surprenant de savoir que le collagène, bien qu’il soit le constituant majeur de la 
plupart des tissus vivants, est instable à 37°C.6,7 Les chaines α adoptent alors une 
conformation en pelote statistique et la structure en triple hélice est perdue de manière 
irréversible, ce qui se traduit, à l’échelle macroscopique, par de la gélatine liquide à 
température ambiante (20-25°C) et par l’apparition d’un gel quand elle est refroidie. Ce 
comportement est défini à l’échelle moléculaire comme une transition pelote-hélice.8 La 
gélatine, bien que moins structurée que le collagène, possède des propriétés relativement 
intéressantes, très utilisées dans des domaines aussi variés que la photographie et 
l’agroalimentaire. 
ETUDE DES RELATIONS MONOMERES/TRIPLES HELICES 
22 
 
 
 
Figure 2: Les différents niveaux d’assemblages au sein des fibres de collagène 
On voit ainsi que la triple hélice représente la « brique élémentaire » pour la formation 
d’édifices stables, et constitue à ce titre un pilier dans la structure du collagène. Ceci 
explique pourquoi de nombreuses études ont été réalisées pour comprendre sa stabilité. Par 
la suite, nous nous concentrerons sur le collagène fibrillaire de type I puisqu’il représente 
90% des collagènes. 
Structure primaire, secondaire/tertiaire et quaternaire – Chez l’Homme, il est constitué de 
deux chaines (α1) composées de 1464 acides aminés et d’une chaine (α2) de 1366 acides 
aminés (cf. ANNEXE 2), associées au sein d’une triple hélice.9 Le résidu glycine apparait 
périodiquement tous les trois résidus dans la structure primaire, la séquence du collagène 
pouvant alors se noter : (Xaa-Yaa-Gly)n. Le résidu proline occupe la position Xaa dans 
28% des cas, et après hydroxylation enzymatique, le résidu 4R-hydroxyproline occupe la 
position Yaa à 38%. Avec une occurrence de 10.5%, le triplet (Pro-Hyp-Gly) est donc le 
plus représenté dans le collagène de type I.10,11 Les contraintes structurales apportées par 
les nombreux cycles pyrrolidines permettent de stabiliser une structure secondaire 
particulière appelée polyproline II (PPII). Cette conformation correspond à une hélice 
gauche, caractérisée par des angles diédraux ω, φ et ψ de 180°, -75° et 150°, 
respectivement.12 La séquence polyproline ne présentant pas de protons amides, aucune 
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liaison hydrogène intramoléculaire ne participe à la stabilisation de cette structure 
secondaire. En revanche, à l’image des brins β qui s’assemblent en feuillet β par liaisons 
hydrogène inter-brins, les protons amides des résidus glycine présents sur la séquence de 
collagène permettent aux hélices PPII de s’associer en assemblages supramoléculaires. Des 
liaisons hydrogène sont en effet observées sur les structures RX obtenues pour des modèles 
de triple hélice (PDB 1CAG).10 Celles-ci impliquent chaque HN amide des résidus glycine 
comme donneur de liaison H et chaque carboxyle CO des résidus proline comme accepteur 
(Figure 3A, 3B). La structure quaternaire du collagène consiste ainsi en un 
superenroulement de trois hélices PPII. Les deux premières conditions nécessaires à la 
formation de la triple hélice sont d’avoir une séquence comportant un nombre important de 
résidus cycliques de type pyrrolidine et la présence de la glycine tous les trois résidus. 
L’absence périodique de chaine latérale sur le squelette peptidique (résidu glycine) est en 
effet requis pour que les trois hélices PPII puissent s’associer en trimères. Au-delà de ces 
contraintes de structure primaire, Raines et al.13 ont proposé un « code » expliquant 
pourquoi les résidus proline et 4R-hydroxyproline étaient autant représentés dans les 
séquences de collagène. Ce « code » repose sur la nature des plissements des cycles 
pyrrolidines. Des analyses thermodynamiques fines ont en effet montré qu’un plissement 
de cycle Cγ-endo (down puckering) était  nécessaire en lieu et place de la proline (Xaa) 
alors qu’un plissement de cycle Cγ-exo (up puckering) était  stabilisant en position Yaa 
(Figure 3C). En outre, la présence du substituant hydroxyle en position 4 sur le résidu 
hydroxyproline stabilise fortement le plissement de cycle Cγ-exo par effet 
stéréoélectronique et inductif. De nombreuses études ont démontré qu’une mauvaise 
alternance de ces plissements de cycle engendrait une déstabilisation de la triple hélice, tel 
que cela est détaillé dans le chapitre 3.14-16 Par ailleurs, il est important de préciser qu’une 
conformation trans de toutes les liaisons peptidiques est nécessaire pour maintenir la 
conformation PPII au sein de la triple hélice. Cette condition est largement vérifiée dans le 
cas des liaisons peptidique Xaa-nonPro (conformation trans à près de 99.97%), alors que ~ 
5.2% des liaisons Xaa-Pro sont en conformation cis.17 L’isomérie cis-trans peut ainsi être 
une étape limitante dans la formation de la triple hélice.  
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Figure 3: Prérequis structural pour former la triple hélice de collagène. A, B : liaisons hydrogène représentées 
entre les trois chaines peptidiques. C : équilibres conformationnels présents au niveau des résidus prolines. Les 
cycles sont représentés en projection de Newman par rapport à l’angle dièdre χ1. 
Intérêt de l’étude du collagène  - Le collagène se présente sous des morphologies 
différentes suivant les tissus et se réorganise constamment afin de remplir des fonctions 
variées.18 Dans les os, il fournit des tissus rigides et résistants aux chocs grâce à son 
organisation particulière avec l’hydroxyapatite (phase minérale à base de calcium).19 Il 
peut se comporter comme un élastomère avec une faible rigidité et une forte tolérence à la 
déformation comme on peut le voir dans le tendon.20 Il montre également des propriétés 
optiques telles que la transparence dans la cornée.21 Cette polyvalence a inspiré de 
nombreux chercheurs qui se sont dédiés au développement de nouveaux biomatériaux 
basés principalement sur le collagène de type I qui est fibrillaire et représente 90% des 
collagènes. Cependant, les applications actuelles sont encore peu nombreuses et se limitent 
principalement au domaine des cosmétiques et à la mise au point de « pansements actifs » 
(Catrix®,Opraskin®). Des études en cours sur des hydrolysats de collagène de type II 
(gélatine issue du collagène de type II) montrent que l’administration de 0.1mg par jour 
diminuerait significativement les douleurs liées à l’arthrose.22 Il a été également publié que 
la prise d’un supplément de collagène de type I améliorerait la guérison des ulcères de 
pression (escarres).23,24 
La méthode principale pour la fabrication de ces biomatériaux est l’utilisation de collagène 
animal du fait de son abondance. Il peut être extrait à partir de presque tous les animaux 
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vivants, néanmoins, les sources communes de collagène pour les applications d'ingénierie 
tissulaire sont la peau et les tendons de bovins, la peau de porc, de poissons, et la queue de 
rat. Deux problèmes majeurs sont cependant rencontrés et nécessitent de nouvelles 
méthodes de production. L’intégrité structurale du collagène n’est en effet pas conservée 
durant les processus d’extraction et de purification. Par ailleurs, l’emploi de collagène 
d’origine animale peut déclencher des réponses immunitaires compromettant son 
utilisation.  
 Une alternative est développée depuis une vingtaine d’année, à la fois dans la 
recherche académique et industrielle, et consiste à synthétiser des molécules capables de 
mimer ce polymère aux propriétés spectaculaires, ces molécules portent le nom CMP pour 
Collagen Model Peptide.  
1.1.2 Nature chimique des molécules CMP 
Les CMP sont définis comme étant des peptides ou peptidomimétiques synthétiques 
ayant la capacité d’adopter en solution la conformation triple hélice, caractéristique du 
collagène. Les peptides mimes de collagène sont généralement composés de la répétition 
du triplet (Xaa-Yaa-Gly), où Xaa et Yaa sont souvent un résidu Proline ou un de ses 
analogues. Pour chacun de ces peptides CMP, une température de fusion (Tm) peut être 
déterminée, celle-ci correspondant à la température critique de dénaturation de la triple 
hélice. Cette température Tm est une mesure directe de la stabilité des assemblages non 
covalents, comme cela est couramment fait pour mesurer les stabilités des doubles hélices 
d’ADN. La répétition du triplet (Pro-Hyp-Gly) permet d’obtenir des triples hélices plus 
stables, en accord avec les occurrences très importantes des résidus Proline et 4(R)-
Hydroxyproline aux positions Xaa et Yaa, respectivement. Cinq répétitions du triplet 
suffisent à former la triple hélice, (Pro-Hyp-Gly)5 ayant une Tm égale à 5°C.25 Lorsque le 
peptide CMP est allongé, sa température de fusion augmente, (Pro-Hyp-Gly)10 est très 
stable avec une Tm=61°C.10 Le modèle de Brodsky et al. basé sur les systèmes « hôte-
invité » a été le plus largement utilisé pour la conception de mimes de collagène dédiés à 
des applications biologiques.26,27 Dans cette approche, le triplet d'intérêt Gly-Xaa-Yaa, dit 
séquence "invitée", est entouré par plusieurs répétitions de « l’hôte » (Gly-Pro-Hyp) qui est 
le triplet le plus commun dans la séquence de collagène et donc connu pour améliorer la 
stabilité de la triple hélice. Une formule générique de peptide hôte-invité est alors Ac-(Gly-
Pro-Hyp)3-Gly-Xaa-Yaa-(Gly-Pro-Hyp)4-Gly-NH2. La mesure des températures de fusion 
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des peptides avec diverses combinaisons de Xaa et Yaa fournit des informations pour 
prédire la stabilité thermique des peptides mimes de collagène. Les analyses suggèrent que 
la nature du résidu en position de Xaa, que ce soit une proline, un résidu hydrophobe ou 
chargé, a relativement peu d'effet sur la stabilité  de la triple hélice, peut-être en raison de 
la nature exposée du site Xaa. En revanche, la nature du résidu en position Yaa influence 
fortement la stabilité de la triple hélice. Brodsky et al. ont pu montrer que la présence de 
résidus hydrophobes, à la position Yaa, même de faible encombrement stérique, est 
déstabilisante pour la triple hélice. Il en a été conclu une absence d'interactions 
hydrophobes à cette position. Il est d’ailleurs trouvé que l’invité Gly-Pro-Arg stabilise tout 
autant la triple hélice que Gly-Pro-Hyp,14 ce qui s’explique par la présence de 5 sites 
potentiels permettant d’établir des liaisons hydrogène et de surcroît stabiliser le réseau 
d’hydratation de la triple hélice. L’ensemble des données collectées avec différents triplets 
Gly-Xaa-Yaa invités 28,29 a permis de mettre au point un programme informatique pouvant 
prédire, pour une séquence aléatoire, la stabilité de la triple hélice.30 
Au-delà des modifications de la séquence primaire (Xaa-Yaa-Gly)n avec des acides 
aminés naturels, de nombreux analogues ont été synthétisés utilisant des acides aminés non 
naturels, notamment des analogues de proline qui font l’objet d’une revue présentée dans le 
chapitre 3.  
1.1.3 Les méthodes utilisées pour stabiliser la triple hélice 
Différentes stratégies ont été abordées pour stabiliser la triple hélice. L’une d’entre 
elles consiste en l’utilisation de petites molécules organiques conjuguées aux peptides et 
capables de les relier par liaison covalente. Ces petites molécules permettent de forcer la 
trimérisation de l'hélice en jouant sur un gain entropique. Les molécules ayant trois 
groupements réactifs tels que l’acide cis,cis-1,3,5-triméthylcyclohexane-1,3,5-
tricarboxylique (KTA)31,32, la tris(2-aminoéthyl)amine (TREN) couplée à l'acide 
succinique33, la tris(hydroxyméthyl) aminométhane (TRIS)34,35ainsi que la triserine lactone 
(TSL)36 ont été utilisées pour maintenir les chaînes peptidiques proches les unes des autres 
et  promouvoir leur assemblage en triples hélices. Il a été montré qu’une telle approche 
permettait d’incorporer des peptoïdes au sein des triples hélices. La N-isobutylglycine a en 
effet été placée avec succès en position Xaa et Yaa d'une triple hélice stabilisée par le 
KTA.37-39  
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Une autre approche est la création de liaisons entre les trois brins monomériques par 
incorporation d’acides aminés particuliers comme la cystéine ou la lysine.40,41 Raines et al. 
ont synthétisé deux chaines (Pro-Yaa-Gly)8-Cys-Gly et une chaine (Pro-Yaa-Gly)3-Cys-
Cys-Gly-(Pro-Yaa-Gly)5 afin de pouvoir lier les trois chaines entre elles, de manière 
décalée, par l’établissement de ponts disulfures.42 Une température de fusion Tm de 47°C a 
été trouvée pour cette hélice, qui, à une échelle supérieure, peut former des assemblages 
supramoléculaires plus stables. Il a également été montré que l’ajout de fonctions 
spécifiques permettant de chélater un ion métallique, tel que le catéchol ou l’acide 
hydroxamique, en C-terminal de chaque monomère augmentait remarquablement la 
stabilité de la triple hélice (Tm +22°C).43,44 Enfin, l’ajout de chaines alkyles en N-terminal a 
permis d’augmenter sensiblement cette température de fusion.45,46  
Nous avons également tenté de développer une nouvelle famille de molécules capables 
de mimer la triple hélice de collagène. Ce travail repose sur l’incorporation d’acides 
aminés trifluorométhylés et sera présenté en chapitre 3. Avant cela, l’objet de cette 
première partie est de regarder en détail les équilibres qui existent entre un monomère de 
CMP et sa triple hélice. Les analyses effectuées sur ces peptides nous serviront de 
références pour des études ultérieures, qui seront réalisées sur des molécules originales. 
1.2. Synthèse et caractérisation de CMP 
Nous avons entrepris une étude systématique de peptides mimes de collagène (Pro-
Hyp-Gly)n avec 3<n<10 afin de pouvoir établir leur domaine de stabilité. L’ensemble de 
ces peptides a été caractérisé par dichroïsme circulaire et RMN. 
1.2.1 Synthèse 
Dans les années 60, R.B. Merrifield pose les bases de la synthèse supportée sur 
phase solide (SPPS).47 Le principe repose sur l’utilisation d’une matrice solide à laquelle 
on vient lier des acides aminés par des liaisons covalentes de manière itérative. L’avantage 
de cette technique est la facilité de purification contrairement à une synthèse en phase 
liquide. En effet, la matrice, plus souvent appelée résine, est constituée d’un polymère 
insoluble dans les solvants organiques choisis pour la synthèse, la purification se résume 
alors en une succession de lavage, filtration jusqu’à décrochage du peptide de la résine 
(Figure 4). Deux stratégies sont utilisées, la stratégie Fmoc (9-
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fluorénylmethyloxycarbonyle) et la stratégie Boc (tertio-butyloxycarbonyl). Ces 
appellations proviennent de la fonction utilisée pour la  protection de l’amine. De ce fait, la 
méthode de déprotection est différente, l’une se fait en milieu basique (stratégie Fmoc) et 
l’autre en milieu acide (stratégie Boc), le protocole de couplage des acides aminés restant 
identique. Dans la synthèse supportée, la présence de groupements protecteurs sensibles 
sur les chaines latérales des acides aminés, que ce soit en milieu acide ou en milieu 
basique, guidera le choix de la stratégie à utiliser. La stratégie Fmoc est cependant 
privilégiée car le clivage du peptide sur le support est réalisé en présence d’acide 
trifluoroacétique (TFA) concentré alors que la stratégie Boc nécessite l’usage de l’acide 
fluorhydrique (HF) concentré, plus difficilement manipulable. Nous avons donc choisi de 
travailler en stratégie Fmoc car le seul acide aminé qui nécessite la protection de sa chaine 
latérale est l’hydroxyproline de par son groupement hydroxyle en position 4. Cette 
fonction est protégée par un groupe tertiobutyle qui n’est pas sensible en milieu basique et 
qui sera déprotégée lors du clivage final en milieu acide. Les acides aminés (AA) utilisés 
sont alors protégés par le groupement chlorure de fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc). 
 
Figure 4: Schéma du principe de la synthèse supportée 
ETUDE DES RELATIONS MONOMERES/TRIPLES HELICES 
29 
 
La première stratégie que nous avons envisagée pour la synthèse de peptides mimes 
de collagène était une synthèse par blocs, le triplet Pro-Hyp-Gly revenant périodiquement 
dans la séquence primaire. Le couplage des blocs entre eux peut ensuite être effectué dans 
un temps raisonnable sans avoir recours au synthétiseur automatique. 
Synthèse par blocs – Nous avons choisi de synthétiser en grande quantité le bloc (Pro-Hyp-
Gly) afin de pouvoir synthétiser des CMP (Pro-Hyp-Gly)n avec n=3-10. Nous avons tenté 
d’optimiser le couplage du résidu Hyp qui est relativement coûteux. L’optimisation du 
temps de couplage (1h ou 2h) et du nombre d’équivalents (2 ou 4) a été effectuée, en 
simple ou en double couplages. Les rendements se sont avérés excellents (> 90%) même 
dans les conditions les plus défavorables. Nous avons donc retenu les conditions les plus 
économes, à savoir un couplage d’une heure avec 2 équivalents de résidus Hyp. 
Procédure générale de synthèse : La résine utilisée est de type Fmoc 2-chlorotrityle 
(loading : 0.61mmol/g ou 0.51mmol/g) préchargée avec une glycine. Les synthèses ont été 
réalisées sur 0.1mmol. Tout d’abord, la résine est mise à gonfler avec du CH2Cl2 pendant 5 
min puis dans la NMP pendant 5 min également dans une seringue de 5 ml. Ensuite, un test 
Kaiseri est réalisé48 afin de vérifier que la résine était bien protégée. On déprotège alors la 
résine avec une solution de pipéridine/NMP (20 :80) pendant 3 min, puis 5 min et enfin 10 
min. Puis la résine est lavée avec de la NMP. On vérifie que la résine est bien déprotégée 
avec le test de Kaiser. Puis la Fmoc-O-tert-butyl-L-trans-4-hydroxyproline (2éq) est 
solubilisée dans 1.8éq HATU et 1.5 ml de NMP. Ensuite, 4éq de DIEA sont ajoutés à la 
solution pour activer la fonction acide. Après 3 min, cette solution est ajoutée à la résine 
dans la seringue. Le couplage est laissé 1h. Le test Kaiser permet seulement de mettre en 
évidence les amines primaires libres, un autre test est alors réalisé pour détecter la présence 
d’amines secondaires : le test chloranil.49 Après couplage la solution est alors lavée avec de 
la NMP (2 fois minimum) puis on réalise la déprotection. Ensuite, une solution de proline 
(5éq) dans du HBTU (4,5éq)/DIEA (10éq) est ajoutée. La résine est lavée au CH2Cl2 puis 
dans le MeOH et enfin séchée au dessiccateur pendant une nuit. Enfin, le peptide est clivé 
de la résine avec 3 ml d’une solution de HFIP/CH2Cl2ii (20 :80), 5 fois pendant 15 min. 
Ensuite, le solvant est évaporé sous pression afin d’obtenir une poudre blanche (tr=20min, 
5:95 à 0:100 A/B éluant A (H2O/TFA 0.1%) et éluant B (ACN/TFA 0.1%). 
                                                 
i
 Le test de Kaiser est un test qui permet de mettre en évidence la présence d’amine primaire libre.  
ii
 L’HFIP est un réactif permettant de cliver le peptide de la résine sans enlever le groupement tertbutyle qui 
protège la fonction alcool. 
ETUDE DES RELATIONS MONOMERES/TRIPLES HELICES 
30 
 
Le bloc (Pro-Hyp-Gly) que l’on nommera par la suite (POG) est obtenu a un très 
haut degré de pureté ce qui permet de l’engager directement dans les étapes de couplages 
sans purification préalable. La synthèse a été réalisée à la main selon le schéma présenté ci-
dessous (Figure 5). 
 
Figure 5: Schéma de synthèse par blocs à la main 
Nous avons essayé d’optimiser les premières étapes car, dès le premier clivage, 
nous avions des profils HPLC révélant la présence de plusieurs composés. Malgré 
plusieurs essais d’optimisation (changement des temps de couplages, augmentation des 
nombres d’équivalents, diminution du loading de la résine), nous avons eu de très faibles 
rendements. Au vu de ces résultats décevants, nous nous sommes tournés vers une 
incorporation acide aminé par acide aminé pour synthétiser les plus longs peptides (POG)7 
et (POG)10. Des purifications extensives des bruts obtenus par cette synthèse par blocs 
nous ont permis d’isoler suffisamment de peptides (POG)3 et (POG)5 pour mener à bien 
leurs études structurales. 
Synthèse acide aminé par acide aminé – Pour cette synthèse nous avons utilisé un 
synthétiseur automatique de peptides.  
Procédure : La résine utilisée est de type Fmoc 2-chlorotrityle (loading : 0.51mmol/g) 
préchargée avec une glycine. La synthèse a été réalisée sur 0.25mmol. Les Fmoc-acides 
aminés (2,5eq) ont été ajoutés un à un pendant 1h20. Entre chaque ajout une déprotection 
de 40 min a eu lieu. Si le détecteur UV relié au synthétiseur ne détecte pas de signal à 
280 nm alors il réitère la déprotection pendant 40 min, et si celle-ci est toujours 
infructueuse, il réalise une acétylation après le couplage suivant. Ensuite, nous avons 
réalisé un micro-clivage du peptide (POG)7 avec 1ml d’une solution de TFA:H2O:TIS 
Travail sur 0,15mmol
Microclivage
pour analyse
Résine 2-chlorotrityle
1) POG , 2eq
2) POG , 2éq
1) POG , 2*2eq
2) POG , 2*2éq
1) POG , 2*2eq
2) POG , 2*2éq
Microclivage
pour analyse
Microclivage
pour analyse
O, 2eq P, 5eq 1) POG , 3eq puis 2eq
2) POG , 2*2éq
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(95:2,5:2,5) pendant 1h. Puis, le TFA a été évaporé et le peptide a été précipité dans l’éther 
diéthylique froid (3*10ml). La solution est centrifugée à 4000 rpm pendant 6 min. Le culot 
est repris dans de l’eau puis lyophilisé. Le peptide a été analysé par HPLC puis par 
spectrométrie de masse MALDI-TOF, le peptide attendu (POG)7 était présent (calculé : 
1887,86g.mol-1, trouvé : 1888,96 g.mol-1(M+H+)). La synthèse a été poursuivie pour faire 
le peptide (POG)10. Le peptide attendu a été obtenu avec un rendement très faible de 16 % 
(calculé : 2689,23g.mol-1, trouvé : 2690,24 (M+H+)). 
 Plusieurs tentatives de synthèse ont été effectuées, aucune n’ayant permis 
d’améliorer ce mauvais rendement. Ce problème de synthèse n’a pu être résolu que bien 
plus tard, lorsqu’un troisième lot d’hydroxyproline a été utilisé. Malgré des vérifications 
par RMN qui n’avaient pas révélé d’anomalies, les deux premiers lots utilisés présentaient 
probablement des défauts préjudiciables pour la synthèse peptidique. La synthèse a donc 
pu être relancée dans les conditions exposées ci-dessus pour obtenir le peptide (POG)7 
avec un rendement de 60%. Le (POG)10 a quant à lui été acheté auprès de PeptaNova©  ou 
Synpeptide©. 
 
1.2.2 Caractérisation par dichroïsme circulaire 
L’analyse par dichroïsme circulaire (CD) est une technique précieuse pour l’analyse 
de la structure des peptides en solution.50 Elle repose sur la capacité qu’ont les composés 
optiquement actifs à absorber de façon inégale la lumière polarisée circulairement à droite 
de la lumière polarisée circulairement à gauche (Figure 6). L’absorption préférentielle de 
l’une de ces deux polarisations résultera en une déviation de la résultante qui forme une 
ellipse (Figure 6B) au lieu d’une lumière polarisée plane (Figure 6A). Pour les protéines, 
l’absorption de la lumière polarisée entre 160 nm et 260 nm est principalement due à la 
présence de la liaison peptidique, pour laquelle on observe les transitions n→ᴨ* vers 220 
nm et ᴨ→ᴨ* vers 190 nm. La mesure de la déviation θ à plusieurs longueurs d’onde 
permet des signatures caractéristiques pour chaque type d’élément de structure secondaire. 
Un exemple est donné en Figure 6 pour les cinq structures secondaires trouvées le plus 
souvent dans les protéines.  
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Cette mesure est généralement reportée en ellipticité molaire par résidu [θ] 
(deg.cm2.dmol-1.res-1) : 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dans le cadre des peptides CMP, nous nous sommes intéressés au suivi de la structure 
polyproline II (PPII) en fonction de différents paramètres. Celle-ci est caractérisée en CD 
par un maximum à 225 nm ainsi qu’un minimum à 200 nm (spectre tracé en rouge sur la 
Figure 6). Cette signature spectrale sera particulièrement visible au sein de la triple hélice. 
De plus, il a été montré que le rapport Rpn=|θmax/θmin	| pouvait donner une 
estimation de la « triple hélicité », représentant la fraction de peptide présente sous forme 
de triple hélice.51-53 Il a été montré que la longueur du peptide influençait la stabilité de la 
triple hélice, ce que nous avons voulu observer dans une première étude.54  
Analyse des peptides en fonction de la taille – Nous avons tenté de mettre en évidence 
l’influence directe de la taille des peptides sur la structuration en triple hélice ; comme 
 
θ: ellipticité (degrés) 
c: concentration (mol.l-1) 
l: longueur de la cuve (cm) 
n : nombre de liaisons peptidiques 
Figure 6: A gauche-Illustration de l’effet du dichroïsme, (A) absorption de la lumière égale (B) absorption de la 
lumière préférentielle. A droite-Spectres dichroïques caractéristiques de l’hélice α (bleu), du feuillet β (rose), du coude 
β (jaune), de l’hélice polyproline II (rouge) et en absence de structure privilégiée (random coil en vert) 
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évoqué précédemment, il avait été publié dans la littérature que 5 répétitions du triplet 
POG étaient suffisantes pour former une triple hélice.25 Les peptides (POG)3, (POG)5, 
(POG)7 et (POG)10 ont ainsi été analysés par dichroïsme circulaire, les spectres sont 
présentés dans la Figure 7. 
 
Figure 7: Spectres dichroïques de peptides POGn, 200µM, pH=7, 20°C 
Le peptide (POG)3 se comporte de manière particulière par rapport aux trois autres 
peptides. Les spectres de (POG)5, (POG)7 et (POG)10 montrent que le signal correspondant 
au PPII augmente avec la longueur du peptide. Le rapport Rpn [θ]225/[θ]200 a été calculé 
pour ces trois peptides et indique une proportion croissante de triple hélice de 0.09 pour 
(POG)3 à 0.25 pour (POG)10. A titre de comparaison, le collagène naturel de type I possède 
une valeur Rpn=0.11,52 ce qui indique que (POG)10 possède un taux important de triple 
hélice. Le fait que les spectres de (POG)5, (POG)7 et (POG)10 passent par un point 
isobestique indique qu’ils résultent essentiellement de la somme de deux conformations en 
proportions variables. La signature de la conformation PPII a été identifiée, celle-ci étant 
vraisemblablement convoluée avec la signature spectrale « random coil » (Figure 6 droite). 
Il est intéressant de noter que le spectre du composé (POG)3 ne passe pas par ce point 
isobestique. Cela implique nécessairement qu’il subit un échange conformationnel avec un 
troisième type de structure secondaire. En particulier, on pourrait penser à une proportion 
non négligeable de conformation PPI. Celle-ci correspond à une hélice droite où toutes les 
liaisons peptidiques sont en conformation cis et est caractérisée par un signal dichroïque 
très intense entre 200 et 230 ppm. La liaison amide Xaa-Pro adoptant à près de 20% la 
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conformation cis55 au sein de peptides courts, le spectre de (POG)3 pourrait être influencé 
par une faible proportion de structure PPI comme cela a été mis en évidence sur les 
spectres CD de peptides plus longs solubilisés dans le n-propanol.56  
Dans la littérature, les études CD sont principalement réalisées dans le tampon PBS 
(Phosphate Buffer Saline : NaCl  150 mM, Na2HPO4  10mM, NaH2PO4  10mM, pH=7) car 
il se rapproche des conditions physiologiques et n’absorbe pas aux faibles longueurs 
d’ondes. Les peptides étudiés ne comportent pas d’acide aminé sensible au pH, en 
revanche, leurs terminaisons ne sont pas protégées et possèdent un pKb d’environ 10.6 
pour l’ammonium de la proline en N-terminal et de 3.3 pour la fonction acide du résidu 
glycine en C terminal.57 
Analyse des peptides en fonction du pH – Afin de mettre en évidence l’effet de la 
protonation des peptides, nous avons fait des analyses dans un tampon phosphate à pH 
neutre (pH= 7) et dans un tampon acétate proche du pKa des peptides POG (pH=3) (Figure 
8). 
 
Figure 8: Spectre dichroïque de peptide (POG)n, 200µM, 20°C, pH=7(bleu) et pH=3 (vert) 
On observe des différences subtiles entre les spectres enregistrés à pH=7 et à pH=3 qui 
dépendent du CMP étudié. Les deux spectres de (POG)3 ont des allures similaires, celui 
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obtenu à pH 3 étant légèrement plus intense qu’à pH 7. Cette observation serait compatible 
avec une proportion « random coil » plus importante à pH 7, la présence de la charge 
négative sur la fonction carboxylate du résidu Gly terminal déstabilisant sensiblement les 
conformations PPII et PPI en équilibre. En revanche, les spectres du peptide (POG)10 sont 
pratiquement superposables ce qui semble indiquer que la déprotonation de l’acide 
carboxylique C-terminal n’interfère pas avec la formation de la triple hélice. On pourrait 
aussi imaginer que les pka des glycines sont influencés par le rapprochement des trois 
chaines au sein de la triple hélice de (POG)10 et que leur état de protonation reste le même 
entre pH=7 et pH=3. Les comportements des peptides (POG)5 et (POG)7 sont difficilement 
rationalisables dans la mesure où le tampon acétate stabilise la conformation PPII pour 
(POG)5 mais la déstabilise pour (POG)7. On remarque cependant que la valeur Rpn est 
sensiblement la même aux deux pH pour (POG)7, ce qui peut indiquer que l’équilibre 
monomère/triple hélice n’est pas perturbé par le changement de charge de la glycine 
terminale. En revanche, la faible valeur Rpn = 0.09 obtenue à pH=7 pour (POG)5 est 
encore abaissée à pH= 3, ce qui semble indiquer que le faible taux de triple hélice présent 
disparait totalement au profit de la conformation PPII. 
Caractérisation de la triple hélice – La formation de l’hélice PPII est liée à la présence des 
prolines qui fixent l’angle dièdre φ et elle est guidée par des interactions stériques entre 
chaque cycle pyrrolidine et le résidu qui le précède. De cette façon, la formation d'hélices 
PPII est considérée comme un événement de pliage très local, donc non coopératif. Ce 
phénomène se traduit en dichroïsme circulaire par une décroissance linéaire du signal 
caractéristique du PPII (à 225nm) lorsque la température augmente.58 Le dichroïsme 
circulaire est très utile pour suivre la fusion des assemblages en triples hélices car en 
présence d’une triple hélice, le signal PPII est stabilisé et un plateau est observé sur une 
certaine gamme de température (dépendante de chaque peptide). Au-delà, nous observons 
une chute brutale du signal PPII qui définit la température de fusion de la triple hélice (Tm), 
caractéristique de sa stabilité, suivi d’une décroissance linéaire du signal, caractéristique du 
PPII seul (Figure 9). Afin de quantifier ce phénomène, il est indispensable de bien choisir 
la rampe de chauffage pour l’étude : si la rampe de chauffage est trop rapide, la chute du 
signal est moins brutale et donc la Tm sera différente comme le montre la Figure 9B.59 
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Figure 9: Caractérisation de la triple hélice par dichroïsme circulaire [θ]225= f(T) A. (POG)10, 100µM, 
pH=7. B. Influence de la vitesse de chauffage sur la valeur de la Tm faite sur (Gly-Pro-Pro)10, issue de la 
publication de Mizuno et al.59 
Cette première analyse en température a permis de montrer que le degré de pureté du 
peptide (POG)10 synthétisé au laboratoire n’était pas suffisant. En effet, pour le peptide 
(POG)10 commercial, nous observons tout d’abord un plateau reflétant la stabilité de la 
conformation PPII au sein d’une triple hélice, puis une chute rapide du signal suivie d’une 
décroissance linéaire caractéristique de l’hélice PPII (Δ[θ]/ΔT=-30 deg.cm2.dmol-1.°C-
1).60,61 Pour le peptide (POG)10 synthétisé acide aminé par acide aminé, nous n’observons 
qu’une décroissance linéaire du signal dans des conditions opératoires identiques. Ce 
comportement montre que le peptide synthétisé n’est pas structuré en triple hélice, y 
compris à basse température. Il est tout de même important de constater que la pente 
∆[θ]/∆T associée correspond à celles obtenues pour les peptides structurés en hélice PPII. 
Cependant, les courbes ne se superposent pas, ceci peut s’expliquer par l’impureté du 
peptide. En effet, cette impureté, que nous n’avons pas pu caractériser, possédant une 
masse de 720.33g.mol-1 pourrait avoir un signal constant à 225 nm, indépendant de la 
température et donc surestimer la proportion d’hélice PPII.  
Il est également possible de suivre la formation de la triple hélice en fonction du temps. 
Pour ce faire, il est impératif de dissocier toute la triple hélice en préchauffant l’échantillon 
à une température supérieure à sa température de fusion, puis on mesure le signal du PPII à 
225 nm en fonction du temps et à une température donnée (Figure 10A).  
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Les données expérimentales peuvent ensuite être modélisées avec une fonction 
exponentielle croissante tel que : 	 
θ,  a ∗ 1    
Où [θ]225,t est l’ellipticité molaire par résidu à 225 nm en fonction du temps t, to est le 
temps mort entre la fin du préchauffage et le début de l’enregistrement des données et t1 
est le temps caractéristique de la vitesse de formation de la triple hélice. 
 
Figure 10: A. Suivi de la formation de la triple hélice en fonction du temps, (POG)10, 100µM, pH=7, B. Suivi de la 
déstabilisation et formation de la triple hélice en fonction de la température, (POG)10, 100µM, pH=7. 
On voit alors que la triple hélice ne se forme pas instantanément, les temps t1 
caractéristiques de formation sont de 3 h et 5h à 4°C et à 40°C, respectivement. Au-delà de 
la dépendance en température, ce résultat montre que la formation de la triple hélice 
dépend étroitement du temps. Ce temps nécessaire pour former la triple hélice est 
également visible en enregistrant un cycle de chauffage puis refroidissement (Figure 10B). 
On observe que les deux courbes ne se superposent pas, ce qui est dû à un phénomène 
d’hystérésis.56,59 Le terme hystérésis vient du mot grec « de hysteros » (pour plus tard) et 
signifie que l'effet persiste même après sa cause abolie. Ce phénomène peut être atténué 
par une diminution de la vitesse de refroidissement. La triple hélice ne se reformant pas 
instantanément, il faut laisser un certain temps au système pour revenir dans le même état. 
C’est pourquoi par la suite, chacun de nos échantillons a été incubé pendant 24h à 4°C 
avant chaque analyse. Ce phénomène d’hystérésis est également observable dans les 
systèmes d’échanges PPI/PPII.56 On note toutefois que le système  PPII/ Triple hélice est 
réversible, ce qui n’est pas le cas pour le collagène naturel.62  
La stabilité de la triple hélice est un paramètre que l’on peut évaluer par dichroïsme 
circulaire, notamment par la détermination de la température de fusion de la triple hélice. 
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La courbe correspondant à l’ellipticité molaire en fonction de la température peut être 
modélisée suivant l’équation de Richards : 
   ∗  +  +  ∗  + !1 + "#  
Où Tm, température de fusion, correspond à la température pour laquelle la moitié de la 
triple hélice est dissociée, [θ]T est l’ellipticité molaire par résidu à une température donnée 
T, [θ]f est l’ellipticité molaire par résidu correspondant à l’extrapolation à 0 de la droite 
après la fusion de la triple hélice (Figure 10) avec [θ]i+[θ]f correspondant l’ellipticité 
molaire par résidu initiale, a, b et c sont des paramètres ajustables qui correspondent aux 
pentes avant et après la fusion de la triple hélice (a+b et a, respectivement) et c caractérise 
la coopérativité du phénomène de fusion. 
Les températures de fusion obtenues pour les peptides (POG)7 et (POG)10 en fonction de la 
concentration sont présentées dans le Tableau 1 (cf. §B p.72 pour les spectres 
correspondants) 
Peptide Concentration Tm (°C) 
(POG)7 
100 µM 26 
10 mM 39,5 
(POG)10 
100 µM 57 
10 mM Précipitation 
Tableau 1: Températures de fusion obtenues par dichroïsme circulaire pour les peptides (POG)7 et 
(POG)10, pH=7 
Ces mesures confirment que la stabilité de la triple hélice est dépendante de la taille du 
peptide, ce que nous avions déjà pu observer par la simple étude des spectres à une 
température donnée. Par ailleurs, elles mettent en évidence que la concentration joue 
également un rôle dans la stabilité de la triple hélice.  
L’ensemble de ces analyses CD constituent des données de référence. Elles nous ont 
permis d’établir les domaines de stabilité des triples hélices, en fonction de la taille des 
peptides CMP, de leurs concentrations, de la température et du temps. Ces données 
précieuses seront utiles pour toutes les comparaisons que nous serons amenés à faire avec 
les résultats de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).   
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1.3. Etude des populations visibles en RMN liquide  
La RMN, contrairement au dichroïsme circulaire, permet d’obtenir des 
informations locales, à l’échelle atomique. Les mesures effectuées précédemment par CD 
nous sont cependant très utiles pour nous placer dans des gammes de concentration ou de 
température compatibles avec l’observation par RMN du peptide monomérique, ou du 
peptide associé sous forme de triple hélice.  
1.3.1 Attribution des résonances  
Nous nous sommes essentiellement consacrés à l’étude RMN du peptide (POG)7 
pour des raisons techniques. En effet, la température de fusion élevée du peptide (POG)10 
était incompatible avec l’utilisation de la cryosonde équipant notre spectromètre RMN. 
Des spectres 1H et 1H-13C HSQC ont été enregistrés et ont permis une attribution globale 
des différents types d’acides aminés, sur la base des déplacements chimiques connus des 
différents protons et carbones des trois résidus proline, hydroxyproline et glycine (Figure 
11). 
 
Figure 11: Attribution des signaux caractéristiques du peptide (POG)7, 1mM, 500 MHz, 5°C, 100% D2O, pH 7. 
Les traits pointillés mettent en évidence l’absence de recouvrement des Hα(Gly) et Hδ(Pro) 
L’expérience HSQC est une expérience hétéronucléaire qui permet de relier chaque 
carbone à son ou ses protons via le couplage scalaire 1JCH. Elle permet de mettre en 
évidence les protons diastéréotopes, mais aussi de différencier les protons dégénérés en 
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fréquence grâce à la grande dispersion des signaux dans la dimension carbone. Cependant, 
le spectre HSQC ne permet pas d’obtenir ici une résolution suffisante pour isoler les 
signaux de chaque acide aminé. La répétition de la séquence primaire des peptides (POG)n 
implique en effet une dégénérescence des environnements magnétiques qui se traduit par 
une superposition des signaux. Nous verrons dans la partie 1.3.2 comment nous avons pu 
nous affranchir de ces problèmes de recouvrement et mesurer des informations structurales 
locales pour cette famille de peptide. L’analyse des signaux obtenus sur ce type de spectre 
est tout de même informative en complément des données obtenues par l’enregistrement de 
spectres 1D à différentes températures (Figure 12). 
 
Figure 12: Spectres 1H, (POG)7, 1mM, pH=7, 500MHz. A gauche : Agrandissement sur la zone des protons 
amides, 90:10 H2O/D2O. A droite : D2O, 20°C     
Sur les agrandissements présentés en Figure 12, correspondant à la région des protons 
amide des résidus glycine, nous observons trois populations majoritaires dont les 
proportions varient en fonction de la température. On remarque que les populations A et C 
augmentent en même temps que la température alors que la population B diminue. Pour 
chaque population, nous avons donc calculé le coefficient de température $%&'$ , 
représentant la variation du déplacement chimique des –NH en fonction de la température, 
afin de savoir si les NH étaient engagés dans une liaison hydrogène. La présence de 
liaisons hydrogène est associée à un coefficient de température élevé, $%&'$ 	> -6ppb/K. 
Seule la population B présente un coefficient de température supérieur à -6ppb/K (§D 
p.75). Nous avons donc conclu que la population B correspondait à la triple hélice, en 
accord avec sa disparition à température élevée et avec la persistance du signal NH dans 
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D2O à 20°C, signifiant un engagement dans une liaison hydrogène qui l’empêche de 
s’échanger avec le deutérium. Les populations A et C ont pour leur part été attribuées à 
deux formes monomériques. Les spectres enregistrés montrent bien que plusieurs 
conformères de (POG)7 monomériques sont en échange lent à basse température. Certaines 
résonances coalescent entre 10°C et 40°C pour n’apparaitre que sous la population A ou la 
population C. Ces deux populations restent en revanche bien distinctes à température 
élevée. Une barrière d’énergie connue au niveau des résidus proline correspond à 
l’isomérie cis-trans de la liaison peptidique précédente. Cette barrière est élevée, de l’ordre 
de 20 kcal.mol-1, ce qui nécessiterait d’enregistrer des spectres à plus de 100°C pour 
observer des phénomènes de coalescence. Par intégration, le rapport des populations A et 
C a été évalué à 20:80, correspondant à l’équilibre cis:trans. Nous avons donc attribué la 
population A à l’ensemble des glycines suivies d’une liaison amide trans, et la population 
C aux glycines qui forment une liaison peptidique cis avec la proline suivante. Le petit 
épaulement situé au pied de la résonance A pourrait correspondre à la glycine terminale du 
peptide (POG)7, cette dernière ayant un environnement magnétique particulier. De la 
même manière, à basse température, plusieurs résonances larges sont visibles à proximité 
du signal correspondant aux résidus glycines de la triple hélice (population B). 
L’assemblage des trois monomères de CMP se faisant de manière décalée (cf. 1.5.2), les 3 
protons amides des glycines terminales de la triple hélice ne seront pas chimiquement 
équivalents ce qui pourrait conduire au maximum à trois résonances satellites. 
Une expérience complémentaire 1H-1H NOESY nous a permis de relier les protons amides 
des glycines à leurs protons Hα (Figure 13). On remarque que le proton amide de la 
population A est relié à un couple de protons Hα diastéréotopes avec deux corrélations 
d’intensité différente. Cette observation nous permet de faire une attribution 
stéréospécifique des Hα2 et Hα3. En effet, l’expérience NOESY permet de déduire des 
informations de distance entre protons. L’intensité de la corrélation NOE est 
proportionnelle à r-6 où r représente la distance entre les deux atomes. Le proton le plus 
déblindé est alors le Hα2, car dans une structure canonique d’hélice PPII, il est le plus 
éloigné de son NH (dHN-Hα2 = 2,63Å et dHN-Hα3 =  2,13Å, d’après la structure PDB 
n°3B0S). La population C n’est que faiblement représentée à basse température et aucune 
corrélation n’est observée sur le spectre 2D. Des études similaires pourraient être faites à 
plus haute température pour caractériser les formes monomériques mais ces expériences 
n’ont pas été enregistrées. 
ETUDE DES RELATIONS MONOMERES/TRIPLES HELICES 
42 
 
Pour la population B correspondant à la triple hélice, les corrélations NOE sont très 
intenses. Ceci est directement lié à la taille importante de l’assemblage moléculaire. Le 
transfert d’aimantation NOE est relié à des phénomènes de relaxation dipolaire qui sont 
d’autant plus efficaces que l’assemblage moléculaire est de haut poids moléculaire. D’autre 
part, les transferts d’aimantations sont complexes au sein de la triple hélice en raison d’un 
réseau important de protons au niveau du squelette peptidique. Pour cette raison, la 
quantification précise et l’obtention de l’attribution stéréospécifique des protons de la 
glycine n’ont pas pu être effectuées. D’après la structure de triple hélice obtenue par 
cristallographie (PDB 1CAG), il est prédit que 9 atomes peuvent être visibles dans 
l’expérience NOESY à partir de la glycine (dHN-X	≤ 5 Å),63 ces observations résultant de 
corrélations inter-brins (rose) et intra-brins (vert). Il s’avère que nous observons 10 
corrélations, celle non prédite correspondant à la corrélation HN-Hβ3(Pro) (dHN-Hβ3(Pro) 
=5,82Å), probablement observée en raison de phénomènes de diffusion de spins (Figure 
13). Il est alors possible d’attribuer stéréo-spécifiquement les protons ProHβ2/ ProHβ3 et les 
protons HypHβ2/HypHβ3 grâce l’intensité des corrélations NOE (dHN-Hβ2(Pro)=4,59 Å et 
dHN-Hβ3(Pro) =5,82Å et dHN-Hβ2(Hyp)=3,30 Å et dHN-Hβ3(Hyp) =3,59 Å, PDB 3B0S). Les trois 
populations minoritaires (1, 2, 3 sur la Figure 13) ont des corrélations intenses avec les 
HypHβ. Cela signifie qu’elles correspondent à des glycines au sein d’une triple hélice, et 
donc à celles situées en bout de chaine. 
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Figure 13: A gauche: Spectre 1H-1H NOESY sur le peptide 4(POG)7, 10mM, 500 MHz, H2O/D2O (90:10), 5°C. Les 
corrélations inter-brins sont représentées en rose et les corrélations intra-brins sont représentées en  vert. A 
droite : Prédictions des corrélations NOE observables dans la triple hélice grâce au marquage 15N-glycine. (a-d) la 
chaîne noire représente un site marqué: (a) représente les Hα de la glycine et de l'hydroxyproline; en jaune sont 
représentées les distances interchaines et en rouge les distances intrachaines observables; (b) représente tous les 
Hβ de l’hydroxyproline et de la proline;(c) représente les distances interchaines entre les glycines observables; (d) 
représente des atomes Hδ de la proline; 1CAG PDB. Figure tirée de la publication de Hartgerink et al63 
 
L’analyse combinée des expériences 1H,13C- HSQC, 1H,1H- NOESY et 1H, nous a 
également permis de mettre en évidence la présence de protons isolés permettant la 
quantification des populations monomériques et triples hélices (Figure 11). Le proton à 
δ=4.3ppm correspond au Hα des glycines dans le monomère et le proton à δ=3.2ppm 
correspond au Hδ des prolines dans la triple hélice.  
1.3.2 Etudes des populations monomériques et triples hélices 
La RMN nous a permis d’étudier l’influence de la concentration et de la 
température sur les populations monomériques et triples hélices, en présentant l’avantage 
de pouvoir les quantifier contrairement au CD. 
Dépendance de la concentration – Sur la Figure 14, dans la région des protons 
aliphatiques, nous pouvons observer l’apparition de la triple hélice lorsque la concentration 
augmente. Dans la région des NH, on voit également l’apparition de triple hélice, 
caractérisée par un déplacement chimique amide inférieur à 8 ppm à 40°C. Des signaux 
supplémentaires apparaissent, ceux-ci correspondant à des sous-populations qui seront 
étudiées plus en détail dans la partie suivante.  
ETUDE DES RELATIONS MONOMERES/TRIPLES HELICES 
44 
 
 
 
Figure 14: Influence de la concentration sur la stabilité de la triple hélice, (POG)7, 40°C, pH=7, 500MHz. 
A gauche, zone des protons amides. A droite, zone des protons aliphatiques 
L’étude en concentration nous montre donc que le rapport de concentration 
monomère/triple hélice dépend étroitement de la concentration totale en CMP, de manière 
analogue avec les molécules amphiphiles qui s’assemblent en micelles au-delà d’une CMC 
(concentration micellaire critique). Ici, nous observons qu’à partir d’une concentration de 
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30mM, le système conserve un ratio 80:20 (TH:M) (Figure 15). Ces deux populations sont 
en équilibre, la forme monomérique ne disparait pas au profit de la triple hélice et 
inversement. Cependant, il faut nuancer cette observation en prenant en compte la limite de 
détection en RMN. Sur les spectres 1D 1H, nous n’observerons que les espèces de taille 
inférieure à ≈100kDa. L’étude de la présence d’assemblages supramoléculaires, favorisés à 
concentration élevée, sera discutée dans le chapitre suivant. 
 
Figure 15: Evolution des populations TH et M à 40°C en fonction de la concentration 
Influence de la température – Afin  de compléter cette étude comparative, nous avons 
également préparé un échantillon à 100µM afin de déterminer la Tm par RMN (Figure 16). 
 
Figure 16: Comparaison des températures de fusion de la triple hélice obtenues par RMN et CD 
Nous observons un décalage de 5 °C entre la température de fusion de la triple hélice 
trouvée par RMN et CD. Cette légère différence n’est pas expliquée mais pourrait provenir 
d’une différence de calibration en température des deux appareils ou être liée à des vitesses 
de chauffage différentes. 
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1.4.  Marquage spécifique des résidus Glycine 
Afin de palier le problème de recouvrement des signaux lié à la répétition des 
triplets POG, nous avons synthétisé sept peptides marqués 13C2-Gly ou 15N-13C2-Gly. Pour 
chaque peptide, une seule glycine est marquée, ce qui permet leur attribution spécifique et 
l’extraction de paramètres structuraux relatifs à chaque position de la chaine 
polypeptidique (Figure 17). La synthèse de ces peptides a été réalisée par SPPS et est 
présentée en partie expérimentale (cf.§C p.74). La convention utilisée pour nommer ces 
peptides est n(POG)7, avec n symbolisant la position marquée, (n=1 correspond à la 
première position dans le sens de la SPPS Cter→Nter).  
 
Figure 17 : Identification des glycines marquées 
 
La glycine marquée est facilement identifiable sur le spectre 1H,13C-HSQC car elle 
présente d’une part des corrélations beaucoup plus intenses par rapport aux autres signaux 
qui sont enregistrés en abondance naturelle du 13C, et d’autre part, ses corrélations sont 
dédoublées dans la dimension carbone en raison du couplage entre le carbone Cα et le C’ 
du carbonyle (1JCαC’) (Figure 18). La possibilité d’observer une glycine unique parmi les 7 
présentes dans (POG)7 permet d’obtenir des corrélations plus fines ; il n’y a pas de 
superposition de plusieurs signaux voisins. En outre, l’optimisation des paramètres 
d’acquisition nous permet d’augmenter la résolution dans la dimension carbone. Ainsi, 
pour le CMP marqué 4(POG)7, on a pu mettre en évidence deux paires de protons 
diastéréotopes correspondant au méthylène CαH2 de la glycine 12 marquée.   
1POG7 :    POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
4POG7 :    POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
7POG7 :    POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
3POG7 :    POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
2POG7 :    POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
5POG7 :    POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
6POG7 :    POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
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La population correspondant au monomère possède des pics de corrélations fins 
(δ=4,24 et δ=3,95), bien résolus permettant de visualiser la constante de couplage 2JHα2Hα3 
et la population correspondant à la triple hélice a des corrélations plus larges (δ=3,87 et  
δ=3,74), incompatibles avec l’analyse de leur structure fine.  
 
 
Figure 18: Spectres 1H-13C HSQC enregistrés sur le peptide (POG)7 non marqué (spectre bleu) et sur le peptide 
4(POG)7, marqué 13C2 (spectre rose). L’optimisation de la résolution permet de mettre en évidence des doublets 
sur les corrélations les plus intenses dans la dimension 13C. 1mM, 500 MHz, 100% D2O, 5°C 
L’enregistrement d’expériences 1H,15N-HSQC nous permet également de mettre en 
évidence la présence de sous-populations (Figure 19). A nouveau, l’intégration des 
corrélations en fonction de la température nous informe sur l’évolution des populations 
même si les protons amides subissent des processus d’échange chimique importants à 
température élevée ce qui ne permet pas d’obtenir des quantifications précises. Nous avons 
en revanche calculé les coefficients de température pour chacune des populations visibles 
et nous pouvons voir que seule une population (repérée en orange sur la figure 18) présente 
un NH engagé dans une liaison H. Ceci confirme l’attribution de la triple hélice établie sur 
la base des spectres 1D et nous informe par ailleurs que la glycine 12 n’est pas engagée 
dans une liaison H pour les sous-populations visibles. 
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Figure 19: Spectre 1H,15N-HSQC, 500MHz, 4(POG)7, 10mM, pH=7, H2O/D2O(90:10), 45°C. Trois corrélations ont 
été attribuées. Elles correspondent à la triple hélice, au peptide monomèrique majoritaire (noté PPII), et à une 
troisième population notée PPI, pour laquelle la liaison peptidique Gly-Pro est en conformation cis (cf texte pour 
davantage d’explications) 
Influence de la température – De manière similaire aux analyses 1D présentées 
précédemment, l’intensité des corrélations 2D renseigne sur les populations de peptides 
monomériques ou assemblées en triple hélice. Le gain de résolution associé aux marquages 
spécifiques et l’édition d’une deuxième dimension (13C ou 15N), nous permet de surcroit  
d’affiner ces analyses car les populations minoritaires, non visibles en RMN 1D, peuvent à 
présent être suivies en fonction de la température. Nos premières études ont été réalisées 
avec un échantillon 4(POG)7, c=1mM. Puis, afin d’améliorer la sensibilité tout en limitant 
le temps d’analyse nous avons réalisé des études avec un échantillon à c=10mM. 
Sur les spectres 1H-13C HSQC, nous pouvons voir l’évolution des populations en fonction 
de la température ainsi que la présence d’une troisième population, notée PPI, impossible à 
détecter sur la seule base du spectre 1H (Figure 20). Celle-ci croît de manière identique à la 
population PPII en fonction de la température, dans un ratio constant de ~20% ce qui est 
compatible avec une forme monomérique où la glycine éditée est en relation cis vis-à-vis 
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de la proline suivante. Nous retrouverons ce ratio lors de nos études sur le triplet modèle 
(Pro-Hyp-Gly) qui est présenté dans le chapitre 3. 
 
Figure 20: Evolution des populations M (bleu)/TH (rouge) en fonction de la température pour 4(POG)7. Les 
corrélations repérées par le cadre en pointillé correspondent à une liaison peptidique Gly12-Pro13 en cis. 
Conditions : 10mM, pH=7, 500MHz, D2O 
Chacune des populations a été quantifiée en fonction de la température en vue de comparer 
ces données aux résultats de dichroïsme circulaire et à l’analyse faite en RMN 1D (Figure 
21).  
 
Figure 21: Quantification des populations TH et M sur le spectre 1D (•) et 2D	█ ) pour le peptide 4(POG)7, 
10mM, pH=7, 500MHz, D2O.  
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Nous observons que les deux approches RMN donnent des résultats similaires en ce qui 
concerne la quantification. A cette concentration, la triple hélice est toujours présente à 
40°C, ce qui coïncide avec la Tm = 39.5°C trouvée par CD (cf. Tableau 1). Cependant, la 
détermination précise de la Tm par RMN est de 44°C ce qui est sensiblement supérieur à 
celle trouvée par CD. On note que nous avions également trouvé un décalage de ~5°C sur 
les études RMN 1D réalisées à 100µM.  
Les quantifications obtenues sur les spectres 2D et 1D sont comparables, mais l’avantage 
de l’expérience 2D est la possibilité de voir les sous-populations.  
Influence de la position sur la chaine – L’enregistrement de spectres similaires a été 
effectué pour les autres peptides marqués et nous a permis d’établir les attributions précises 
1H, 13C et 15N de chaque glycine en fonction de sa position dans la chaine CMP et de sa 
forme libre (PPII) ou triple hélice. Il faut souligner que les spectres correspondant à 
1(POG)7 , 2(POG)7  et 7(POG)7 sont bien plus complexes car au sein de la triple hélice, les 
trois chaines PPII sont assemblées de manière décalée le long de l’axe de la triple hélice 
(décalage d’un résidu entre chaque brin), ce qui conduit à une inéquivalence chimique des 
trois glycines à chaque extrémité et à une multiplication des corrélations. Les spectres des 
peptides 3(POG)7 , 4(POG)7, 5(POG)7, et 6(POG)7 sont en revanche parfaitement 
superposables même en utilisant l’expérience 1H-13C CH2-TROSY64 (cf 1.5.1) qui permet 
une augmentation considérable de la résolution dans les deux dimensions 13C et 1H (Figure 
21). 
 
Figure 22: Spectres CH2-TROSY (cf 1.5.1)64 centrés sur la zone de déplacement chimique CαH2 des glycines, 
800MHz, 10mM, D2O, pH=7, 40°C 
Pour le peptide 1(POG)7, nous observons plusieurs populations rassemblées dans une 
région proche des corrélations obtenues pour les glycines centrales faisant partie de la 
triple hélice. On distingue principalement quatre populations distinctes dans des 
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proportions (1 ;0.22 ;0.17 ;0.24), ce qui pourrait correspondre au monomère PPII pour la 
première population et ensuite aux trois brins où chaque glycine marquée se trouve dans un 
environnement unique en raison de l’inéquivalence inhérente aux décalages des chaînes 
peptidiques au niveau des terminaisons (cf. Figure 31 qui illustre ce décalage).65 De 
manière attendue, aucune corrélation ne correspond à une fraction PPI car cette glycine 
n’est pas suivie d’une liaison peptidique. 
1.5. Etude structurale des CMP modèles 
L’utilisation de peptides marqués nous a permis d’observer et de quantifier les 
différentes conformations adoptées par les peptides CMP mais également d’avoir accès à 
des informations structurales locales. L’étude structurale de CMP modèles a été entreprise 
par RMN en déterminant des constantes de couplage spécifiques. Ces mesures ont été 
réalisées grâce au développement d’expériences RMN originales, à 2 et 3 dimensions, 
basées sur un effet TROSY.64,66,67 Des études de dynamique moléculaire ont également été 
menées à partir d’une structure aux rayons X en vue de comparer nos données 
expérimentales aux données simulées. 
1.5.1 Utilisation d’une expérience TROSY pour accéder à des 
informations locales 
L’étude de macromolécules de haut poids moléculaire par des méthodes de RMN 
liquide classique pose deux problèmes majeurs. Le premier est celui du grand nombre de 
résonances qui provoque un chevauchement des pics et donc une analyse très fastidieuse. 
Le second problème est lié à la relaxation rapide des molécules de masse importante, ce 
qui provoque un élargissement des raies et une diminution de la sensibilité conduisant à 
une perte du signal. Nous avons résolu ce premier problème grâce à un marquage sélectif 
de nos glycines 13C et 15N. La solution que nous avons envisagée pour limiter les 
problèmes de relaxation nucléaire a été de développer des séquences RMN basées sur un 
effet TROSY67 pour Transverse-Relaxation-optimized NMR spectroscopy. Cet effet, qui 
provient d’interférences entre différents phénomènes de relaxation permet en effet 
d’obtenir des largeurs de raies satisfaisantes pour l’étude de molécules de très grandes 
tailles (jusqu’à 1 MDa pour l’expérience Methyl-TROSY)68 (Figure 23). 
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Figure 23: Effet de l’expérience TROSY. Schéma extrait de la publication de Wider et Fernandez68  
L’expérience TROSY – Cette expérience permet un affinement des raies par sélection 
d’une corrélation spécifique. En effet, pour un spectre de corrélation 1H-15N, chaque noyau 
peut être couplé à l’autre dans un état de spin α ou β. Ainsi, sans découplage dans un 
spectre 1H-15N HSQC, nous observons quatre corrélations (Figure 24). Dans le cas des 
petites molécules, les largeurs de raies sont identiques pour ces composantes et quatre 
corrélations de même intensité sont observées. Pour une grosse molécule, les largeurs de 
raies sont en moyenne plus larges en raison d’un temps de relaxation T2 plus court. 
Cependant la largeur de raie d’une des composantes est diminuée en raison de phénomènes 
de relaxation croisée décrit par Guéron en 1983.69 En effet, la relaxation T2 est 
principalement due à un mécanisme de relaxation spin-spin qui résulte en grande partie de 
la modulation de l’interaction dipôle-dipôle par les mouvements moléculaires mais 
également de l’anisotropie de déplacement chimique. Ces deux phénomènes interfèrent 
entre eux et donnent lieu à des relaxations différentielles sur chacune des composantes des 
multiplets obtenues pour deux spins couplés. Lorsqu’un découplage 15N est réalisé, il n’est 
alors observé qu’une corrélation dans la dimension proton qui moyenne les propriétés de 
relaxation du noyau 15N dans ses états α et β. Dans le cas d’une grosse molécule, il y aura 
alors une largeur de raie importante qui masquera une éventuelle multiplicité. L’expérience 
1H-15N TROSY, qui est en définitive un spectre de corrélation 1H-15N dont la corrélation la 
plus fine a été sélectionnée, pourrait permettre en principe d’accéder aux constantes de 
couplages et donc d’obtenir des données structurales.  
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Figure 24: Représentation schématique de l'expérience 1H-15N TROSY 
Différentes expériences TROSY ont été développées afin de répondre aux attentes 
multiples des expérimentateurs : l’optimisation pour l’observation des groupements amides 
15N-1H,66,67 des sites aromatiques 13C-1H,70-73 des groupements méthyles 13C-1H3,74 mais 
également des groupements méthylènes 13C-1H2.64 L’utilisation de cette dernière 
expérience parait particulièrement intéressante dans le cadre de nos études, les peptides 
(POG)n présentant un nombre important de résidus glycine. Il faut noter par ailleurs qu’au-
delà de l’effet TROSY qui sera modeste en raison de la taille modérée de la triple hélice 
(équivalent à 63 acides aminés dans le cas de (POG)7), l’expérience CH2-TROSY permet 
de s’affranchir systématiquement des couplages géminaux 2JHH de ~15 Hz. Ce gain en 
résolution sera très précieux pour des analyses détaillées. Il pourrait permettre la 
détermination des constantes de couplage 3JNH-Ha des résidus glycine, reliées à l’angle Φ 
par l’équation de Karplus, nous donnant ainsi des informations structurales locales. Dans 
un second temps, nous avons développé des expériences à 3 dimensions afin de pouvoir 
obtenir le maximum de constantes de couplage dans le but de comparer ces données à des 
analyses de dynamique moléculaire. 
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Détermination de constantes de couplage 3JH-NH – Afin d’apprécier le gain en résolution 
apporté par l’expérience CH2-TROSY, nous avons tout d’abord enregistré une expérience 
1H-13C-HSQC dans D2O (Figure 25 A). La mise en place d’un découplage spécifique des 
carbonyles permet de supprimer le couplage 1JCαC’ dans la dimension indirecte, simplifiant 
le spectre et augmentant le rapport signal sur bruit (Figure 24 B). Nous avons enfin utilisé 
une séquence CH2-TROSY qui supprime la constante de couplage géminale entre les Hα 
de la glycine et améliore les résolutions 13C et 1H par interférence de relaxation (Fufure 
24C). En solubilisant les peptides dans H2O, la réintroduction du proton HN nous permet 
d’observer sur chaque glycine la constante de couplage 3JH-NH qui est reliée aux valeurs de 
l’angle Φ (Figure 24D). 
 
Figure 25: Simplification du spectre de corrélation 13C-1H. 4(POG)7, 1mM, pH=7, 500 MHz, 5°C 
L’angle dièdre Φ, défini l’angle C’i-1-Ni-Ciα-C’i, est relié aux constantes de couplage 3J par 
la relation de Karplus :  
J=Acos2(Φ+ΔΦ)+Bcos(Φ+ΔΦ)+C 
où A, B et C sont des coefficients empiriques ou calculés par des méthodes DFT (Density 
Functional Theory) dépendant des substituants et ΔΦ est un déphasage à prendre en 
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compte pour relier HN-N-Cα-Hα2 et HN-N-Cα-Hα3 à l’angle φ (Figure 26). Courtier-Murias 
et al. ont proposé des valeurs A, B, C théoriques pour les glycines appartenant au peptide 
Gly-Pro-Gly-Gly75 et comparé leurs valeurs de couplages théoriques à des mesures 
expérimentales faites sur différentes glycines dans la flavodoxine. Leurs résultats étant 
convainquants , nous avons choisi d’utiliser ces paramètres pour nos études. 
 
Figure 26: Représentation des courbes de Karplus avec les coefficients prédits par un modèle B3LYP EPR- III. 
Les valeurs de J sont indiquées en Hz 
Les spectres CH2-TROSY ont été enregistrés sur un spectromètre à 800MHz afin de 
gagner en sensibilité et en résolution. Les échantillons ont été préparés à 10mM dans un 
tampon phosphate, pH=7 dans un mélange H2O/D2O (90:10) ou 100% D2O. Pour chacun 
des peptides, nous avons pu extraire les constantes de couplage des deux populations 
principales (M et TH). Les spectres ont été traités sur NMRpipe et les données brutes sont 
présentées en partie expérimentale (E p.75). Les résultats pour les populations majoritaires 
sont présentés sur un diagramme en Figure 27. Nous pouvons remarquer que les constantes 
de couplage 3JH-NH mesurées pour le monomère comme pour la triple hélice sont en 
mauvais accord avec les valeurs théoriques. En particulier, pour l’hélice PPII canonique (φ 
= -70° et ψ = 150°), les valeurs attendues avec ces paramètres de Karplus sont de 3JNH-Ha2 = 
5.19 Hz et 3JNH-Ha3 = 8.38 Hz. Une première hypothèse pour expliquer ces résultats 
décevants serait la présence de conformères en échange rapide entrainant une moyenne des 
constantes de couplage. Cette hypothèse parait plausible dans le cas du monomère qui peut 
explorer un large espace conformationnel, en revanche, cela semble peu probable pour le 
cas de la triple hélice qui maintient les angles du squelette peptidique relativement 
contraints. Pour approfondir ces possibilités de dynamique, nous avons entamé des études 
de dynamique moléculaire qui seront exposées plus loin dans ce chapitre. Par ailleurs, nous 
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avons tenté d’affiner encore les mesures RMN en développant des expériences 3D qui 
permettent d’accéder à de nombreuses constantes de couplage dont les couplages vicinaux 
1H-1H qui nous intéressent ici.  
 
Figure 27: Représentation à deux dimensions des couples de valeurs 3JHN-Hα3 et 3JHN-Hα2. Un code couleur a été 
utilisé pour distinguer chaque glycine,  les deux populations majoritaires sont représentées par des marqueurs 
différents (M█ +TH•). La représentation en ligne continue symbolise les couples de constantes de couplage 
calculés pour chaque valeur de φ à partir des paramètres de karplus théoriques. Les lignes pointillées représentent 
les valeurs des couplages 3JHN-Hα3 et 3JHN-Hα2 correspondant à la structure PPII (φ = -70°) 
Mise au point d’expérience 3D sélectives d’état de spin – La RMN à une dimension est 
fondée sur le schéma général : P-M-t où la préparation (P) consiste à amener les spins hors 
de leur position d’équilibre (par une impulsion B1), le mélange (M) correspond aux 
optionnels transferts de polarisation et enfin, la détection de la fréquence de précession des 
spins (t) permet d’obtenir un FID qui, après transformée de Fourier fournit un spectre 1D. 
La RMN multidimensionnelle introduit un ou plusieurs temps supplémentaires où les spins 
évoluent après plusieurs temps de mélange à leur fréquence de résonance. Dans le cas 
d’une 3D, le schéma est le suivant : P-M1-t1-M2-t2-M3-t3. Les temps t1 et t2 sont ajustés à 0 
pour la première acquisition puis sont incrémentés graduellement au cours de l’expérience. 
Ainsi le signal, SFID est une fonction	*+, +, +,. De la même manière que le FID 
enregistré pendant t3 peut être transformé par transformée de Fourier pour obtenir un 
spectre dans le domaine de fréquence F3 (Hz), cette opération peut être réalisée sur les 
temps t2 et t1. Nous avons développé des séquences s3-HACACO et s3-HACAN (s3 pour 
« spin states selective ») basées sur des développements antérieurs dédiés aux systèmes 
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méthyne-méthylène.76 Ainsi que cela est détaillé sur la Figure 28, chacune de ces 
séquences peut être décomposée en six périodes : 
 
Figure 28: Séquences d'impulsions « spin states selective » (s3). Un code couleur est utilisé : chaque période de la 
séquence est associée à un transfert d’aimantation sur le résidu glycine. Les barres fines et épaisses indiquent 
respectivement des impulsions de 90° et 180°. Lorsque non spécifiée, la phase de l’impulsion est x. délais : Δ = 
1/(2JCαHα) ; pour la séquence s3-HACACO,  T = 1/(2JCαC’)  ; pour la séquence s3-HACAN, T = 1/(2JCαN); τ1 = 
0.34/JCαHα et τ2 = 0.23/JCαHα. Φ1 = 45°, 225° Φ2 = y, -y ; Φ3 = x, x, -x, -x ; Φ4 = x, y, -x, -y. La sélection de la raie la 
plus fine est obtenue pour ΦRK1 = x ; ΦRK2 = x.  
Il y a dans un premier temps un transfert de polarisation Hα → Cα . Si ∆ est fixé tel que 
∆ .	/0121, la séquence d’impulsion INEPT77 transfère l’aimantation du proton vers le 
carbone créant ainsi le terme antiphase 2CzHz. Puis après une impulsion 90° carbane (φ2), 
l’aimantation peut évoluer en carbone par création du terme -2HzCx. La partie de la 
séquence S3E (spin states selective excitation) est optionnelle. Elle permet de simplifier le 
multiplet dans la dimension carbone en ne retenant qu’une seule composante du triplet Cα. 
Elle est ajoutée pour obtenir le spectre « TROSY », où seule la corrélation 1H-13C relaxant 
le moins vite est retenue. Cette partie S3E ne doit pas être incorporée lorsque la séquence 
est utilisée pour mesurer la totalité des constantes de couplage. Il y a ensuite un transfert de 
polarisation Cα  N (ou C’) par création du terme 4CzHzNy avec   345& (ou   34546 
dans la séquence s3-HACACO. L’aimantation sur l’azote (ou le carbonyle) évolue durant 
un temps t1. Le signal sera modulé en fonction de t1, donnant une première dimension 
indirecte correspondant au déplacement chimique azote (ou carbonyle). Aucun découplage 
n’est effectué durant cette période de marquage ce qui permet de conserver l’état de spin 
s3-HACACO
s3-HACAN
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des noyaux environnants. L’aimantation est ensuite transférée sur le carbone et évolue dans 
un temps constant d’une durée    345& permettant de refocaliser le couplage 1JCαN (ou 
  ,34546 pour 1JCαC’). A chaque acquisition, le 180°x est décalé avec un incrément (t2) ce 
qui introduit une modulation en fonction du déplacement chimique, c’est la deuxième 
dimension indirecte. Le gradient G3 encode spatialement l’aimantation de l’échantillon. 
Cela permettra la détection en quadrature de cette dimension (acquisition de type Echo-
Antiecho). Le bloc Rance Kay S3CT (spin state selective coherence transfert) ramène les 
aimantations carbone Cx et en Cy sur les protons Hα diastéréotopes. L’utilisation des délais 
particuliers τ1 et τ2 permet en outre une sélection des  états de spins ce qui augmente à la 
fois la sensibilité et la résolution de l’expérience.76 Le décodage spatial est obtenu grâce 
aux gradients de champs G6 et G7. Ceux-ci restaurent l’aimantation proton et permettent 
l’acquisition t3 qui est la dimension directe proton. 
La Figure 29 détaille les spectres théoriques que l’on obtiendrait pour un proton Hα2-Gly 
dans différentes variantes de l’expérience 3D HαCαN. Le premier schéma représente le 
spectre théorique d’une expérience HACAN totalement découplée. Dans ce cas, seuls les 
déplacements chimiques δCα, δN, δHα2 et le couplage 2JHα2Hα3 peuvent être déterminés. Le 
second schéma représente le spectre théorique d’une HαCαN sans découplage proton 
pendant le marquage carbone et sans découplage carbone à l’acquisition, les couplages 
1JCαHα sont ainsi réintroduits. On voit apparaitre alors un doublet de doublet dans la 
dimension proton, et un triplet dans la dimension carbone (1JCαHα2 ≈ 1JCαHα3). Cependant, le 
transfert S3CT permet une sélection des états de spins et seules les corrélations marquées 
par des taches pleines sont observées. Dans une telle expérience, en plus des mesures de 
δCα, δN, δHα2 et 2JHα2Hα3, les constantes de couplage 1JCαHα2 et 1JCαHα3  peuvent être 
déterminées grâce aux décalages en fréquence entre les corrélations I/1 et III/4. Enfin, si on 
laisse s’exprimer les couplages 1H et 13C pendant le temps de marquage 15N, le proton 
apparait sous forme d’un hexadécuplet, le carbone un dodécuplet et l’azote un octuplet, 
soit 16*12*8=1536 corrélations. A nouveau l’élément S3CT permet une simplification de 
ce multiplet, ainsi nous observons seulement 16 corrélations. Un ensemble de douze 
constantes de couplage pourra être mesuré sur ce spectre : 1JCαHα2 ; 1JCαHα3 ; 2JHα2Hα3 ; 
1JCαC’ ; 2JC’Hα2 ; 2JC’Hα3 ; 1JNHN ; 2JNHα2 ; 2JNHα3 ; 3JHNHα2 ; 3JHNHα3 ; 2JCαHN.  
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Figure 29: Spectres théoriques de corrélation 1H-13C obtenus pour un Hα
 
de résidu Glycine.
 
En haut : expérience 
entièrement découplée, au milieu : expérience avec découplage N et en bas : expérience entièrement couplée. Le 
spectre est représenté dans un cube et en 2D sur 3 projections. Les états de spins associés aux différentes 
composantes observées sont représentés. Les corrélations pleines correspondent aux états de spins sélectionnés 
La sélection des états de spins implique que certaines constantes de couplage ne peuvent 
pas être mesurées directement entre deux corrélations. Cependant, on peut mesurer des 
sommes de plusieurs constantes de couplage (Figure 30) et par un jeu 
d’additions/soustractions, remonter aux constantes de couplage individuelles. 
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Figure 30: Projections dans les trois dimensions des expériences s3-HACAN sur 4(POG)7, 10mM, pH=7, 40°C, 
H2O/D2O (90:10), 500MHz. A) Projections restreintes au signal PPII, B) Projections restreintes au signal de la TH 
La multiplication des corrélations pour une même fonction méthylène entraine qu’un 
même couplage peut être mesuré ainsi jusqu’à 8 fois mais, dans un souci de clarté, chaque 
constante de couplage n’apparait qu’une fois sur la figure 29. Les différentes mesures de 
couplages sont reportées dans le Tableau 2. 
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1JCαHα2 1JCαHα3 2JHα2Hα3 1JCαC’ 2JC’Hα2 2JC’Hα3 1JNHN 2JNHα2 2JNHα3 3JHNHα2 3JHNHα3 2JCαHN 
Monomère (M) 
Mesures 8 8 8 8 4 4 8 4 4 4 4 8 
Moyenne 
(Hz) 139,44 139,35 17,78 52,66 4,45 4,85 93,41 3,45 3,68 6,00 5,07 3,72 
Erreur 0,04 0,04 0,03 0,03 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 
Triple Hélice (TH) 
Mesures 8 8 8 8 4 4 8 4 4 4 4 8 
Moyenne 
(Hz) 140,38 138,32 18,26 52,53 3,40 5,00 93,55 2,87 2,24 4,30 5,63 5,04 
Erreur 0,24 0,24 0,17 0,14 0,03 0,04 0,08 0,10 0,15 0,03 0,04 0,01 
 
Tableau 2: Mesures des constants de couplages sur le peptide 4(POG)7 (10mM, pH=7, 40°C) à partir de 
l’expérience s3-HACAN. 
Les couplages sont donc mesurés à partir de décalages en fréquence de deux composantes 
x et y dans les 3 dimensions 1H, 13C et 15N. L’erreur de mesure εjx-y correspond à : 
                       εjx-y= 7%89:;%8<:∗=9>=<:∗& : 
Une moyenne pondérée des constantes de couplage a ensuite été calculée ainsi que l’erreur 
sur la moyenne : 
< Jx-y > = 
∑ 	 @9A<	BC9A<:&DEF∑ 	 FBC9A<:&DEF     et   < εjx-y >=  

7∑ FBC9A<:&DEF	
 
Les données brutes sont présentées en partie expérimentale (§F, p.77). Les erreurs sur les 
constantes de couplage sont relativement faibles bien que plus élevées sur la triple  hélice. 
Cela s’explique par des largeurs de raies plus grandes associées à cette population et 
certains recouvrements qui faussent les mesures. Nous observons des différences 
significatives sur les valeurs des constantes de couplage 2JC’Hα, 2JNHα, 2JCαHN et 3JHNHα entre 
les populations M et TH, notamment une proximité des constantes de couplage nJHα2-Y et 
nJHα3-Y dans le monomère, ce qui traduit une plus grande dynamique du squelette par 
rapport à l’assemblage en triple hélice. Les valeurs 3JHNHα obtenues sont légèrement plus 
faibles que celles obtenues dans l’expérience 2D pour le monomère PPII, jusqu’à observer 
une différence de près de 1Hz dans le cas de la triple hélice. Bien entendu, les valeurs 
obtenues sur la base des spectres 3D sont plus précises qu’en 2D car chaque composante 
δν : largeur du pic 
h : hauteur du pic  
N : bruit. 
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apparait sous forme d’un singulet dans le spectre 3D ; aucune convolution des multiplets 
ne peut fausser la mesure des couplages. Cela n’est pas le cas sur le spectre 2D CH2-
TROSY car les deux composantes du doublet dans la dimension 1H ne sont pas 
parfaitement résolues et se chevauchent en partie. Pour autant, ces nouvelles valeurs ne 
coïncident pas encore avec le modèle de Karplus présenté précédemment. Nous n’avons 
pas à ce jour d’explications satisfaisantes permettant de justifier cette dichotomie, à moins 
de remettre en cause les paramètres de Karplus déterminés par DFT pour les résidus 
glycine. On pourrait également invoquer l’échange des protons amide, le remplacement 
partiel H/D dans H2O:D2O 90:10, ou l’influence des liaisons H sur ces couplages. Un 
travail récent de Salvador et al. a par ailleurs montré pour les résidus alanine l’influence 
très importante (modulation de près de 6 Hz !) de l’angle Psi sur les valeurs de couplages 
au niveau de l’angle Phi.78 Nous envisageons de mener une étude théorique plus complète, 
intégrant l’ensemble des valeurs de couplage mesurées sur nos expériences 3D pour sonder 
si de telles interdépendances existent entre les angles dièdres et constantes de couplage au 
niveau des résidus glycine. Au-delà de l’interprétation des constantes 3J et des 
développements théoriques envisagés pour analyser les autres types de couplages (1J et 2J), 
la mesure des couplages en milieu anisotrope permettrait de déterminer les valeurs des 
couplages dipolaires résiduels (RDC). Ces RDC sont fonction de la distance séparant deux 
noyaux ainsi que de leur orientation par rapport au champ magnétique B0. Cela fournira 
donc une information précieuse sur la structure tridimensionnelle des CMP et de leurs 
assemblages supramoléculaires. Des analyses similaires ont été réalisées avec 
l’enregistrement des expériences s3-HACACO sur le peptide 3(POG)7. Les constantes de 
couplage sont présentées dans le tableau 4. Ces six mesures avaient déjà été réalisées pour 
4(POG)7 dans l’expérience  s3-HACAN. Des valeurs extrêmement proches sont trouvées à 
ces deux positions ce qui traduit la grande similitude structurale dans la partie centrale des 
CMP.   
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1JCαHα2 1JCαHα3 2JHα2Hα3 1JCαC’ 2JC’Hα2 2JC’Hα3 
Monomère (M) 
Mesures 2 2 8 4 2 2 
Moyenne 
(Hz) 139,59 139,37 17,44 52,19 4,84 4,95 
Erreur 0,21 0,21 0,06 0,03 0,09 0,09 
Triple Hélice (TH) 
Mesures 2 2 8 4 2 2 
Moyenne 
(Hz) 141,44 139,64 17,86 51,67 3,48 5,88 
Erreur 0,30 0,32 0,26 0,07 0,10 0,1 
 
Tableau 3: Mesures des constantes de couplage sur le peptide 3(POG)7 (10mM, pH=7, 40°C) réalisées à 
partir de l’expérience s3-HACACO 
Ces mesures de constantes de couplage, incompatibles pour le moment avec le modèle de 
structure PPII figé, vont être par la suite comparées à des modèles obtenus par dynamique 
moléculaire. 
1.5.2 Dynamique moléculaire  
La dynamique moléculaire permet de simuler, à partir des lois de la mécanique 
classique de NEWTON, les trajectoires des atomes en phase cristalline, en solution ou en 
phase gazeuse. Elle donne l'évolution d'un système au cours du temps. Une résolution 
numérique des équations classiques du mouvement est utilisée pour calculer l'énergie du 
système le long de son parcours sur la surface de potentiel du système. Ainsi, une molécule 
est considérée comme un ensemble d'atomes dont les interactions mutuelles peuvent être 
décrites par une fonction d'énergie potentielle. C'est le "Champ de Force". 
Ces travaux de dynamique moléculaire ont été réalisés dans le cadre d’une 
collaboration avec Claire Loison, chargée de recherche à Lyon. L’ensemble des calculs ont 
été effectué sur GROMACS (version 5.0.5) avec le champ de force Amber99sb-ILDN-phi 
et un modèle pour l’eau TIP3P. Ce champ de force a prouvé qu’il décrivait de façon très 
satisfaisante les couplages RMN pour divers peptides et de petites protéines79,80 et 
particulièrement pour les peptides incorporant des prolines et hydroxyprolines.81  
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Deux productions ont été effectuées en parallèle sur la triple hélice (pose initiale 
correspondant à la structure pdb 1CAG)82 d’une part, et sur le peptide monomérique 
(chaine isolée de la structure 1CAG) d’autre part. Les différents paramètres de simulation 
sont décrits en partie expérimentale (§G p.80). Plusieurs paramètres ont été inspectés pour 
caractériser la dynamique de ces deux modèles : calcul du rmsd (Root-Mean-Square 
Deviation), vérification de la présence de liaisons hydrogène stabilisant la triple hélice, 
inspection des angles φ, ψ et des plissements des cycles pyrrolydine au cours de la 
dynamique.  
Calcul du rmsd dans la triple hélice – Ce calcul permet d’évaluer la déviation des 
structures par rapport à la structure RX. Les écarts de coordonnées cartésiennes sont 
calculés entre chaque structure générée par dynamique moléculaire et la structure initiale 
selon : 
GHIJ  7∑ K!  L M!N O  
où xi représente les coordonnées au cours de la dynamique et y les coordonnées de la 
structure initiale.  
Il s’avère que le rmsd=2Å, ce qui montre que la structure fluctue légèrement, mais qu’elle 
reste stable au cours du temps, et proche de la structure initiale. La dynamique réalisée ici 
correspond à 635ns avec une structure extraite toute les 100ps, soit n=6350. 
Présence de liaisons hydrogène dans la triple hélice – Le critère que nous avons retenu 
pour détecter la présence de liaisons hydrogène est défini par une limite de distance entre 
l’hétéroatome N qui porte l’hydrogène et l’accepteur de cette liaison hydrogène (d<2,5Å) 
et par une contrainte sur l’angle θ =N-H-O (θ<25°). La présence de liaisons H tout au long 
de la dynamique est schématisé sur la Figure 31 et les calculs sont présentés en partie 
expérimentale (cf.G2 p.81). Pour la chaine C, nous observons que les glycines en N- et C- 
terminal sont les moins souvent engagées dans des liaisons hydrogène. Ceci est une 
conséquence directe de  la flexibilité des chaines aux extrémités. Nous n’observons pas de 
liaisons hydrogène pour l’extrémité C-terminale de la troisième chaine (notée C) en raison 
du décalage des trois chaines. Pour la chaine A, la présence de liaisons hydrogène est plus 
importante aux extrémités qu’au milieu de la chaine, ce qui est moins intuitif.  
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Figure 31: Illustration de la présence de liaisons hydrogène tout au long de la dynamique. Présence de liaisons H > 
50% (trait plein épais), Présence de liaisons H < 50% (trait plein), Liaisons H qui devrait être présente (trait 
pointillé). En vert, les liaisons H habituelles et en rouge les liaisons H inhabituelles 
Calcul des angles φ et ψ dans la triple hélice – Les angles φ et ψ trouvés au cours de la 
dynamique sont en accord avec une structure PPII. Ils se répartissent pour les résidus 
proline et hydroxyproline suivant une courbe gaussienne étroite, centrée autour des valeurs 
canoniques φ = -70° et ψ = 150° (Figure 32). En ce qui concerne la glycine, les valeurs 
sont un peu plus diffuses, ce qui s’explique par le fait de leur flexibilité à l’extrémité des 
chaines et à leur nature moins contrainte. 
 
Figure 32: Distribution des angles ϕ et ψ en fonction du type d’acide aminé (la première proline et la dernière 
glycine ont été exclues de cette représentation) 
Plissement de cycle pyrrolidine dans la triple hélice – De précédentes études ont été 
réalisées pour adapter le champ de force afin qu’il respecte au mieux les préférences de 
plissement de cycle de la proline (endo : χ1≈25°) et de l’hydroxyproline (exo χ1≈-25°).83 
Pour chaque proline et hydroxyproline, le pourcentage d'endo (χ1> 6°) a été calculé et est 
représenté sur la Figure 33. On peut voir que les prolines positionnées en début de chaine 
ont un χ1≈-40°, ce qui peut s’expliquer par la nature particulière de l’azote protoné, non 
engagé dans une liaison peptidique. Nous pouvons également voir que les prolines 
adoptent aussi bien un plissement de cycle endo que exo avec une très légère préférence 
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pour la forme endo, en accord avec ce qui est décrit dans la littérature. Le plissement de 
cycle exo des hydroxyprolines est largement favorisé, sauf en bout de chaines (Cter), ce qui 
semble être corrélé à la flexibilité de la chaine.  
 
Figure 33: Distribution de l’angle χ1 pour la proline et l’hydroxyproline suivant sa place dans la chaine. Les 
résidus sont numérotés par rapport au numéro du triplet auxquels ils appartiennent (n = 1 à 7 pour la chaine A, n 
= 8 à 14 pour la chaine B et n = 15  à 21 pour la chaine C) 
Dans les simulations réalisées par Aliev et al.81 sur des petits peptides (Ace-Hyp-NMe et 
GPGG), les pourcentages endo sont d’environ 10% pour l'hydroxyproline et 60% pour la 
proline. Il semblerait qu’au sein de la triple hélice le plissement exo pour l’hydroxyproline 
soit encore plus favorisé. 
Calcul des angles χ1 dans le monomère – De la même façon, les angles χ1 ont été calculés 
dans le monomère pour les prolines et les hydroxyprolines (Figure 34). Nous observons 
bien la préférence pour le plissement de cycle exo pour les hydroxyprolines et une légère 
préférence pour le plissement de cycle endo pour les prolines. Afin de caractériser la 
conformation des cycles, il est également possible de calculer l’amplitude de la 
pseudorotation χm) et l’angle de phase de pseudorotation (P).81,84 
                    	Q  +ORS               et             	χ"  T + U/ 
Avec           T   	∑ χ!cos	YZ [  2!N   
et                U    	∑ χ!cos	YZ [  2!N   
 
Les valeurs trouvées pour ces deux paramètres suivant la position de la glycine marquée 
sont similaires à celles calculées pour Aliev et al. et sont présentées de la tableau 8 de la 
partie expérimentale (§G2 p.81). 
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Figure 34: Distribution de l’angle χ1 pour la proline et l’hydroxyproline suivant sa place dans la chaine. Les 
résidus sont numérotés selon leur appartenance au triplet n = 1 à 7 
Conformation du monomère – Tout au long de la simulation, le polymère est en 
mouvement et n’adopte pas de conformation fixe. Il a été principalement observé des 
formes compactes telles que des hélices, des cycles, et des formes zippées (Figure 35). 
 
Figure 35: Structures représentatives adoptées au cours d’une simulation de 500ns.  
Des paramètres tels que le rayon de giration décrivant la compacité de la molécule, la 
distance entre le premier et le dernier acide aminé, l’asphéricité (δ*, compris entre 0 et 1, 0 
pour une sphère et 1 pour une tige) et l’acylindricité (S) permettent de décrire la nature de 
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la conformation. A l’issue de la simulation nous obtenons les valeurs moyennes suivantes : 
δ*=0.42 et S=0.53 ce qui, de prime abord, se rapproche beaucoup des valeurs 
caractéristiques des structures aléatoires (δ*=0.45 et S=0.57).85 Le monomère, sous sa 
conformation étendue M4, a un rayon de giration égal à 17Å et dans notre cas, après une 
simulation de 500 ns, le rayon de giration moyen est égal à 8,76Å, ce qui signifie que notre 
monomère est relativement compact et que la structure PPII n’est pas très représentée au 
cours de la dynamique. Si l’on s’intéresse à la distance entre le premier et le dernier acide 
aminé, la valeur moyenne calculée (10,1Å) est relativement faible et ne reflète pas une 
structure aléatoire. La forte proportion de liaisons H entre la Pro-2 et Gly-22, mais 
également entre la Gly-7 et l’Hyp-18, nous montre que le monomère reste en conformation 
« zippée » pendant plus de 20% de la dynamique structure M7 (Tableau 4). 
 
Donneur Accepteur Présence de liaisons H (%) 
GLY-7 PRO-17 8.08 
GLY-4 HYP-21 9.91 
GLY-4 PRO-20 13.64 
GLY-19 PRO-5 17.70 
GLY-22 PRO-2 18.00 
GLY-7 HYP-18 21.20 
PRO-2 GLY-22 21.50 
 
Tableau 4: Présence de liaisons hydrogène dans le monomère 
Une autre manière de visualiser la flexibilité conformationnelle du peptide monomérique 
est de reporter dans un diagramme de Ramachandran les angles dièdres φ et ψ adoptés au 
cours de la dynamique. Les prolines ainsi que les hydroxyprolines restent exclusivement 
dans la région PPII (§G2 p.81). Les glycines quant à elles possèdent un angle ψ 
relativement contraint dans la région étendue mais l’angle φ  ne reste pas dans une région 
spécifique, expliquant à lui seul la flexibilité conformationelle du monomère (POG)7. Il est 
intéressant d’observer que la présence de ces différents conformères est en accord avec 
l’observation par RMN de plusieurs formes monomériques dont les signaux coalescent 
lorsque la température est augmentée. La présence de liaisons hydrogène pour certaines 
structure « zippées » expliquerait leur relative stabilité ce qui serait compatible avec un 
échange lent à basse température (Figure 36). 
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Figure 36: Diagrammes de Ramachandran pour les glycines sauf la 1Gly 
Des simulations plus longues ont été programmées afin de s’assurer que nos observations 
sont statistiquement valables. De plus des simulations de type « replica exchange » vont 
être menées pour prendre en considération l’influence des isoméries cis-trans. 
Calcul des constantes de couplage 3JHα-NH – Nous avons pu extraire les constantes de 
couplage 3JHα-NH pour la triple hélice et le monomère sur la base des différentes structures 
générées au cours de ces deux dynamiques moléculaires. Le calcul des couplages moyens 
obtenus lors de la dynamique pourra être directement comparé à nos mesures RMN 
(Tableau 5). 
 
 7Gly 6Gly 5Gly 4Gly 3Gly 2Gly 1Gly 
3JHN-Hα2 
M Dynamique   6,03 6,78 6,30 5,01 5,29 5,75 6,12 RMN  6,13 4,53 5,14 6,35 6,24 6,30 5,96 
TH 
Dynamique 
A 6,85 5,60 5,60 5,57 5,64 5,29 7,21 
B 5,98 5,62 5,60 5,61 5,65 4,62 7,24 
C 5,50 5,50 5,66 5,58 5,60 5,60 5,45 
RMN  5,66 2,32 3,03 3,67 4,33 6,05 6,00 
PDB  6,08 5,55 5,64 4,41 6,48 7,88 4,85 
3JHN-Hα3 
M Dynamique  7,21 6,33 6,23 5,47 5,37 7,43 4,60 RMN  5,29 3,02 4,15 5,43 5,26 5,21 5,43 
TH 
Dynamique 
A  7,14 8,01 8,01 8,03 8,00 8,11 5,44 
B 7,81 8,01 8,01 8,00 8,00 8,21 5,65 
C 8,85 7,85 7,99 8,02 8,01 8,01 7,78 
RMN  5,12 ? 6,19 6,74 4,57 5,42 4,57 
PDB  8,05 8,25 8,22 8,56 7,88 4,05 8,46 
 
Tableau 5: Constantes de couplage 3JHN-Hα des glycines calculées par dynamique moléculaire (A, B, C : trois brins 
de la TH) et mesurées par RMN. Les valeurs dérivées de la structure pdb 1CAG sont également indiquées  
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Les valeurs obtenues par dynamique moléculaire pour la triple hélice sont représentées sur 
la Figure 37 (trois valeurs par Glycine pour chaque chaine A, B et C). Seules deux 
corrélations 3JHNHα2/3JHNHα2 s’écartent des valeurs théoriques. Celles-ci correspondent à la 
glycine C-terminale sur les deux chaines A et B ce qui traduit simplement la grande 
dynamique de ces extrémités, la chaine C étant davantage stabilisée dans l’hélice en raison 
du décalage entre les trois brins. 
Pour le monomère en revanche, l’ensemble des valeurs obtenues par dynamique 
moléculaire s’écartent de la courbe de corrélation 3JHNHα2/3JHNHα2 théorique. Ceci traduit à 
nouveau la dynamique importante du peptide qui, d’après les simulations de modélisation 
moléculaire, n’est pas stabilisé dans une conformation PPII à température ambiante. La 
comparaison avec les valeurs des couplages scalaires obtenues par RMN est relativement 
satisfaisante avec un écart de 1 Hz en moyenne. En revanche, la dynamique moléculaire 
confirme la grande stabilité de la triple hélice. Sa flexibilité ne peut donc pas être invoquée 
pour expliquer la divergence entre les couplages mesurés par RMN et les couplages 
théoriques. L’influence des liaisons hydrogène ou au contraire, de l’échange chimique 
quand les liaisons sont faiblement stabilisées pourrait être évaluée pour expliquer ces 
différences.  
 
Figure 37: Représentation à deux dimensions des couples de valeurs 3JHN-Hα3 et 3JHN-Hα2. Un code couleur a été 
utilisé pour distinguer chaque glycine. La représentation en ligne continue symbolise les couples de constantes de 
couplage calculés pour chaque valeur de φ à partir des paramètres de Karplus théoriques. Les lignes pointillées 
représentent les valeurs des couplages 3JHN-Hα3 et 3JHN-Hα2 correspondant à la structure PPII (φ = -70°). 
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Conclusions et perspectives 
En conclusion, nous avons pu synthétiser et étudier la structure de peptides mimes 
de collagène (POG)n. Des analyses par CD et par RMN en solution ont été menées et ont 
mis en évidence la présence de deux populations majoritaires en échange. Celles-ci ont été 
attribuées à une forme monomérique et à une forme structurée en triple hélice. Des 
résonances 1H caractéristiques ont pu être attribuées et nous ont servis pour des analyses 
quantitatives. L’influence de la longueur de chaine (POG)n, du pH, de la température, et de 
la concentration a été évaluée par CD et RMN, nous donnant des informations 
concordantes. Des expériences RMN complémentaires ont été enregistrées grâce à un 
marquage 13C et 15N des glycines. Celles-ci ont permis de mettre en évidence des 
populations monomériques minoritaires. Nous avons également mesuré localement les 
constantes de couplage 3JHN-Hα caractéristiques de l’angle φ grâce à l’enregistrement 
d’expérience CH2-TROSY à deux et trois dimensions. Les valeurs obtenues n’étant pas en 
accord un modèle statique en conformation étendue de type PPII pour le monomère de 
(POG)7, ou avec une conformation figée pour la triple hélice, nous avons entrepris des 
études de dynamique moléculaire. Alors que les valeurs prédites par simulation numérique 
pour la forme monomérique se rapprochent des valeurs mesurées, un écart important 
demeure pour la triple hélice. Des développements théoriques supplémentaires pourront 
être effectués, intégrant la grande quantité de couplages mesurés dans les expériences 3D 
que nous avons mises au point ou en prenant en considération les échanges chimiques au 
niveau des protons amides. Des mesures RDC pourront également être réalisées afin 
d’obtenir davantage de contraintes structurales sur ces oligomères.  
Un phénomène important que nous avons pu mettre en évidence lors de ces études 
en solution est la formation d’assemblages supramoléculaires de taille variable, au-delà de 
la triple hélice. Ces aspects seront traités en détail dans le chapitre suivant. 
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Partie expérimentale 
A. Tests colorés : 
A1. Kaiser Test 
Réactifs : Ninhydrine 
Phénol 
Cyanure de potassium 
Ethanol 
Pyridine 
 
Solutions pour les tests : A. Ninhydrine (5%, w/v) dans de l’éthanol  
 B. Phénol (4:1, w/v) dans de l’éthanol 
 C. Cyanure de potassium (2%, v/v, d’une solution à 1 mmol.l-1) 
dans la pyridine 
Procédure : Le test est réalisé par addition de 4 gouttes de A, 2 gouttes de B, et 2 gouttes 
de C à l'échantillon (environ 4-5 mg de peptide-résine) contenue dans un tube à essai. Le 
mélange est ensuite chauffé à 100°C pendant 5 min. Une coloration bleue de la solution 
indique qu’il y a une amine primaire libre en solution. Il est important de noter que certains 
acides aminés peuvent donner des colorations inhabituelles allant du rouge au bleu 
(notamment Asn, Cys, Ser, Thr). 
 
A2. Test chloranil  
Réactifs: Acétaldéhyde 
 Chloranil 
 DMF 
Solutions pour les tests : A. Acétaldéhyde (2%, v/v) dans du DMF  
  B. Chloranil (2%, v/v) dans du DMF 
Procédure : Le test est réalisé par addition de 2 gouttes de A et 2 gouttes de B à 
l'échantillon (environ 4-5 mg de peptide-résine) contenu dans un tube à essai. La réaction 
est instantanée. Une coloration verte de la solution indique qu’il y a une amine 
primaire/secondaire libre en solution. 
 
B. Préparation des échantillons de  CD et traitement de données 
Les mesures ont été réalisées sur un spectrophotomètre JASCO. Les échantillons à 100µM 
et 200µM sont préparés par dilution d’une solution à 10mM de peptide afin de limiter les 
erreurs de mesures dues aux faibles pesées. Le tampon acétate (pH=3.13) est préparé avec 
CH3COONa et CH3COOH et le tampon phosphate de potassium (pH=7) avec du K2HPO4 
et KH2PO4. Les mesures sont réalisées dans des cuves en quartz de trajet optique 1mm 
(Hellma GmbH) pour les échantillons à 100µM et 200µM et dans des cuves de 0,01mm 
(Hellma GmbH) pour les échantillons à 10mM. Tous les échantillons ont été incubés 
pendant 24h avant les mesures. 
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Paramètres d’acquisition : 
Spectre à température constante : 
Bandwith : 2nm 
Balayage : 190-280nm 
Vitesse de balayage : 50nm/min 
Pas de mesure : 0,2nm 
Nombre d’accumulations : 3 
Température: 20°C ou 4°C 
 
 
 
Traitement des données : 
Le logiciel permettant l’acquisition et le traitement de données est SpectraManager®. Les 
données ont été exploitées sur Mathematica®. La  correction de la ligne de base a été 
réalisée de la façon suivante : Correction de ligne base = [θ]190-270-Moyenne [θ]260-270. Puis 
les courbes ont été lissées sur 25 points. 
Pour l’étude en température, chaque courbe a été corrigée et lissée puis les valeurs à 225 
nm ont été prises afin de tracer la courbe f(T) = [θ]225 et de déduire la température de 
fusion par ajustement avec l’équation de Richards. 
 
 
Spectre dichroïque des peptides (POG)7 et (POG)10 à pH=7 permettant la détermination 
de la température de fusion de la triple hélice : 
 
 
 
Etude en température: 
Bandwith : 2nm 
Balayage : 210-270nm 
Vitesse de balayage : 50nm/min 
Pas de mesure : 0,2nm 
Rampe de température: 10C/h 
Pas de température : 1°C 
Intervalle de température : 4 à 85°C 
Nombre d’accumulations : 2 
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Nous remarquons que la température de fusion déterminée pour le peptide (POG)7 à 10mM 
est approximative, en raison d’une évaporation de la solution à haute température. Ceci est 
observable par l’absence de décroissance linéaire du signal caractéristique du PPII  
(repérée ici en rouge) après la décroissance brutale. 
 
C. SPPS pour les peptides marqués 13C et 15N 
 Les synthèses comportant la glycine marquée 13C ont été effectuées sur Syro2 sans 
micro-ondes et celles comportant la glycine marquée 13C et 15N ont été effectuées sur un 
Liberty Blue avec micro-ondes. 
La résine utilisée pour les synthèses de n(POG)7, n=2-7, est une résine Wang 
préchargée avec une glycine, loading 0,36 mmol/g. Les synthèses ont été réalisées en 
parallèle, en travaillant sur 0.054mmol (150mg). La résine est alors incorporée dans le 
réacteur. 
Pour les peptides marqués en position 1, la résine utilisée est une résine Wang, 
loading 0.22mmol/g (230mg). Le premier acide aminé à être incorporé est la glycine 
marquée. Ce couplage se fait à la main. A 150 mg de Fmoc-Gly-OH (0.5mmol, 10eq) sont 
ajoutés 0,5 ml de DCM avec du DIC (113.6mg, 0.22mmol, 5eq) au goutte à goutte à 0°C. 
La réaction est laissée pendant 20min avant d’évaporer le DCM, puis reprise dans le DMF. 
Pendant ce temps, la résine est mise à imbiber dans 3ml de DMF, puis la glycine dans le 
DMF est ajoutée à la résine avec du DMAP (0.1éq) pendant 1h. La résine est alors 
incorporée au réacteur. Les acides aminés (4eq) ont été ajoutés uns à uns pendant 40min, 
excepté la glycine marquée (2eq). Un double couplage a été réalisé avec les prolines car 
nous avons remarqué que ce couplage était critique. Chaque acide aminé est activé par un 
mélange HATU/DIEA (sans micro-ondes) ou DIC/oxyma pure (avec micro-ondes) avant 
couplage. Entre chaque ajout une déprotection de 3 min avec une solution à 40% 
pipéridine dans le DMF a eu lieu, suivie d’une déprotection  de 15 min avec une solution à 
20% pipéridine dans le DMF. Ensuite, le clivage des peptides de la résine est réalisé avec 3 
ml d’une solution de TFA:H2O:TIS (95:2,5 :2,5) pendant 1h. Ensuite, le TFA a été évaporé 
puis les peptides sont précipités dans l’éther diéthylique froid (3*10ml). La solution est 
ensuite centrifugée à 4000rpm pendant 6 min. Le culot est repris dans de l’eau puis 
lyophilisé. Les peptides ont été analysés par UPLC/MS (Acquity UPLC BEH C18 1.7µm, 
2.1*50mm). Les peptides ont été purifiés sur une colonne C18 (Xbridge 5µM, 19*50mm). 
 
 
Peptide Rendements 13C  (%) Rendements 13C-15N  (%)  
1(POG)7 43 * 
2(POG)7 36 19 
3(POG)7 47  
4(POG)7 48 42 
5(POG)7 45  
6(POG)7 43 26 
7(POG)7 55 9 
 
Tableau 6: Rendements des synthèses avec les peptides marqués 13C et 15N 
 
* La synthèse n’a 
pas fonctionné 
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D. Calculs des coefficients de température des populations majoritaires de 
(POG)7 
 
T (K) δ (ppm) 
A C B 
278 8,618 8,35 7,948 
288 8,521 8,245 7,91 
293 8,476 8,19 7,895 
298 8,424 8,139 7,878 
303 8,373 8,087 7,857 
308 8,327 8,045 7,843 
313 8,288 7,99 disparition 
Tableau 7: Déplacement chimiques (en ppm) des populations A, B et C en fonction de la température 
Le graphique suivant représente les déplacements chimiques des NH en fonction de la 
température pour les trois populations majoritaires. Les données ont été ajustées par des 
fonctions affines ax+b où a : coefficient de température (∆NH/∆T en ppb/K). 
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E. Calculs des constantes de couplage 3JHα-NH 
1(POG)7 
Populations JHN-Hα2 Erreur JHN-Hα3 Erreur 
TH 
4.93 0.07 5.24 0.13 
5.94 0.05 4.74 0.05 
6.00 0.02 4.57 0.02 
PPII 5.96 0.002 5.43 0.003 
 
2(POG)7 
Populations JHN-Hα2 Erreur JHN-Hα3 Erreur 
A 6.10 0.07 5.37 0.07 
PPII 6.30 0.01 5.25 0.01 
C 6.54 0.04 ? ? 
PPI 5.47 0.04 5.70 0.07 
TH 
6.05 0.05 5.42 0.05 
3.82 0.09 5.93 0.15 
3.71 0.16 5.84 0.12 
2.45 0.28 5.26 0.18 
 
3(POG)7 
Populations JHN-Hα2 Erreur JHN-Hα3 Erreur 
PPI 5.08 0.07 5.50 0.10 
PPII 6.24 0.01 5.26 0.01 
TH 4.33 0.14 4.57 0.18 
 
4(POG)7 
Populations JHN-Hα2 Erreur JHN-Hα3 Erreur 
PPI 5.48 0.07 6.04 0.10 
PPII 6.35 0.01 5.43 0.01 
TH 3.67 0.10 6.74 0.09 
 
5(POG)7 
Populations JHN-Hα2 Erreur JHN-Hα3 Erreur 
PPI 1.88 0.20 3.02 0.28 
PPII 5.14 0.07 4.15 0.05 
TH 3.03 0.19 6.19 0.17 
 
6(POG)7 
Populations JHN-Hα2 Erreur JHN-Hα3 Erreur 
PPI 3.66 0.23 2.24 0.30 
PPII 4.56 0.03 3.01 0.04 
TH 2.32 0.20 ? ? 
 
7(POG)7 
Populations JHN-Hα2 Erreur JHN-Hα3 Erreur 
PPI 5.37 0.04 5.82 0.03 
PPII 6.13 0.01 5.29 0.01 
TH 
5.66 0.09 5.12 0.08 
4.65 0.14 4.95 0.14 
3.52 0.15 5.79 0.14 
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F. Valeurs des constantes de couplage obtenues sur les expériences 3D
 
Constante de couplage pour le monomère M Moyenne 
2
JC’Hα2 
Valeurs (Hz) 4,48 4,36 4,35 4,65 
    
4,45 
Erreur (Hz) 0,01 0,01 0,01 0,01 
    
0,01 
2
JC’Hα3 
Valeurs (Hz) 4,86 4,85 4,81 4,88 
    
4,85 
Erreur (Hz) 0,01 0,01 0,01 0,01 
    
0,01 
1
JCαC’ 
Valeurs (Hz) 52,31 52,03 53,22 53,34 53,22 52,03 53,04 52,66 52,66 
Erreur (Hz) 0,07 0,05 0,07 0,05 0,07 0,05 0,06 0,06 0,03 
1
JCαHα2 +
1
JCαHα3 
Valeurs (Hz) 278,11 277,84 279,88 278,69 278,52 278,64 279,52 279,14 278,78 
Erreur (Hz) 0,06 0,05 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,02 
1
JCαHα2 +
2
JHα2Hα3 
Valeurs (Hz) 157,47 157,35 157,13 157,43 
 
   157,35 
Erreur (Hz) 0,01 0,01 0,01 0,01 
 
   0,01 
1
JCαHα3 +
2
JHα2Hα3 
Valeurs (Hz) 157,06 157,05 156,94 157,01 
 
   157,01 
Erreur (Hz) 0,01 0,01 0,01 0,01 
 
   0,01 
1
JNHN 
Valeurs (Hz) 93,72 93,46 92,95 92,50 93,99 93,25 94,04 93,41 93,41 
Erreur (Hz) 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,02 
2
JNHα2 
Valeurs (Hz) 6,10 5,80 6,01 6,15 
    
6,00 
Erreur (Hz) 0,01 0,01 0,01 0,01 
    
0,01 
2
JNHα3 
Valeurs (Hz) 5,05 5,01 5,09 5,13 
    
5,06 
Erreur (Hz) 0,01 0,01 0,01 0,01 
    
0,00 
2
JCαHN 
Valeurs (Hz) 2,94 3,35 4,24 3,97 3,74 3,80 4,65 3,62 3,72 
Erreur (Hz) 0,05 0,05 0,05 0,06 0,07 0,07 0,07 0,06 0,02 
3
JHNHα2 
Valeurs (Hz) 4,12 3,47 3,04 3,20 
    
3,45 
Erreur (Hz) 0,05 0,04 0,05 0,04 
    
0,02 
3
JHNHα3 
Valeurs (Hz) 4,12 3,61 3,21 3,82 
    
3,68 
Erreur (Hz) 0,05 0,04 0,05 0,05 
    
0,02 
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Constante de couplage pour la triple hélice TH Moyenne 
2
JC’Hα2 
Valeurs (Hz) 3,66 3,49 1,57 3,45         3,40 
Erreur (Hz) 0,21 0,04 0,15 0,06         0,03 
2
JC’Hα3 
Valeurs (Hz) 5,69 5,11 4,92 4,50         5,00 
Erreur (Hz) 0,16 0,06 0,09 0,10         0,04 
1
JCαC’ 
Valeurs (Hz) 53,24 51,81 56,10 53,13 55,89 52,16 52,38 52,87 52,53 
Erreur (Hz) 0,82 0,14 0,51 0,26 0,50 0,23 0,33 0,42 0,14 
1
JCαHα2 + 
1
JCαHα3  
Valeurs (Hz) 281,70 280,28 279,82 276,09 278,25 275,27 278,18 278,67 278,81 
Erreur (Hz) 0,26 0,24 0,33 0,29 0,35 0,33 0,33 0,42 0,11 
1
JCαHα2 + 
2
JHα2Hα3 
Valeurs (Hz) 158,57 158,39 157,79 159,68     158,60 
Erreur (Hz) 0,08 0,94 0,08 0,08     0,04 
1
JCαHα3 + 
2
JHα2Hα3 
Valeurs (Hz) 156,84 156,26 157,10 156,69     156,71 
Erreur (Hz) 0,09 0,08 0,08 0,11     0,04 
1
JNHN 
Valeurs (Hz) 92,83 93,83 93,61 93,66 98,86 93,82 94,73 94,06 93,54 
Erreur (Hz) 0,12 0,20 0,18 0,25 0,53 0,39 0,39 0,25 0,08 
2
JNHα2 
Valeurs (Hz) 4,26 4,29 2,97 5,07         4,30 
Erreur (Hz) 0,04 0,06 0,26 0,12         0,03 
2
JNHα3 
Valeurs (Hz) 5,43 6,04 5,00 5,78         5,63 
Erreur (Hz) 0,06 0,08 0,15 0,09 
    
0,04 
2
JCαHN 
Valeurs (Hz) 5,13 4,32 6,44 5,02 0,12 6,89 2,98 3,38 5,04 
Erreur (Hz) 0,16 0,27 0,21 0,34 0,86 0,51 0,49 0,32 0,10 
3
JHNHα2 
Valeurs (Hz) 2,14 4,13 1,03 1,90         2,87 
Erreur (Hz) 0,20 0,15 0,30 0,23         0,10 
3
JHNHα3 
Valeurs (Hz) 1,86 2,51 1,46 2,51         2,24 
Erreur (Hz) 0,30 0,21 0,43 0,34         0,15 
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Constante de couplage pour la triple hélice TH Moyenne Constante de couplage pour le monomère M Moyenne 
2JC’Hα2 
Valeurs 
(Hz) 3,18 3,67   3,48 4,97 4,66   4,84 
Erreur (Hz) 0,16 0,13 
  
0,10 0,11 0,14   0,09 
2JC’Hα3 
Valeurs 
(Hz) 5,70 6,15   5,88 5,06 4,81   4,95 
Erreur (Hz) 0,12 0,15 
  
0,10 0,14 0,12   0,09 
1JCαC’ 
Valeurs 
(Hz) 50,09 48,28 54,16 54,23 51,67 52,02 51,73 52,63 52,23 52,19 
Erreur (Hz) 0,10 0,20 0,16 0,13 0,07 0,12 0,15 0,12 0,12 0,06 
1JCαHα2 + 1JCαHα3 
Valeurs 
(Hz) 281,00 280,33 281,40 281,46 281,09 279,32 279,74 278,94 278,75 278,96 
Erreur (Hz) 0,26 0,33 0,26 0,31 0,14 0,24 0,28 0,28 0,27 0,13 
1JCαHα2 + 2JHα2Hα3 
Valeurs 
(Hz) 158,91 159,74   159,30 157,24 156,89   157,03 
Erreur (Hz) 0,06 0,07 
  
0,05 0,04 0,03   0,03 
1JCαHα3 + 2JHα2Hα3 
Valeurs 
(Hz) 157,16 157,93   157,50 156,81 156,79   156,81 
Erreur (Hz) 0,09 0,10 
  
0,07 0,04 0,04   0,03 
 
 
La constante de couplage 2JHα2Hα3 = [(1JCαHα3 + 2JHα2Hα3) + (1JCαHα3 + 2JHα2Hα3) – (1JCαHα2 + 
1JCαHα3)]/2 avec une erreur égale à la somme des erreurs moyennes. 
 
Les constantes de couplages 1JCαHαn = (1JCαHαn + 2JHα2Hα3) - 2JHα2Hα3 où les erreurs sont 
égales à la somme des erreurs sur chaque constante de couplage. 
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G. La dynamique moléculaire sur [(POG)10]3 
G1. Les paramètres de simulations 
Généralités – Toutes les simulations ont été effectuées en utilisant GROMACS (version 
5.0.5) avec le champ de force Amber99sb-ILDN-phi (inspirés par Aliev et al.)81 et le 
modèle de l'eau TIP3P. Ce champ de force est basé sur Amber99, avec des paramètres 
améliorés pour le squelette, les paramètres ont été améliorés pour la proline et 
l'hydroxyproline afin de simuler les bons plissements de cycle. La triple hélice initiale a été 
construite en utilisant la structure cristalline du peptide [(GPO)10]3 (structure PBD:1CAG), 
les acides aminés non désirés ont été supprimés afin de construire un [(POG)7]3. Ces 
modifications ainsi que l’ajout des hydrogènes manquant ont été faits avec l'outil de 
pdb2gmx.  
Paramètres de la boite de production – Pour chacune des simulations des conditions aux 
limites périodiques ont été utilisées. La triple hélice n’est pas protégée dans les extrémités 
(COO- et NH2+), trois cations Na+ ainsi que trois anions Cl- ont donc été ajoutés pour la 
neutralité. Elle a été solvatée avec 3714 molécules d'eau dans une boîte parallélépipède de 
dimensions 3,67, 3,64 et 8,99 nm, où le dernier axe est aligné avec l'axe de l’hélice. Le 
monomère (POG)7 a été construit en extrayant une chaîne de la triple hélice. De la même 
manière, un cation de Na+ et un anion de Cl- ont été ajoutés pour la neutralité. Un premier 
équilibrage de 10 ns dans un ensemble NVT (N : nombres de particule, V : volume, T : 
température)  a été réalisé dans une boîte de simulation de grande taille (cube de longueur 
L = 8,45 nm) remplie de 19802 molécules d'eau. Après plusieurs nanosecondes, la 
conformation étendue obtenue à partir de la triple hélice initiale tend vers une forme plus 
compacte. Pour le cycle de production, ce monomère plus compact a été utilisé comme 
point de départ, et solvaté avec 5244 molécules d'eau dans une boîte cubique plus petite (L 
= 5,49 nm). 
Toutes les 2 fs, une trajectoire est calculée et toutes les 1 ou 10 ps une structure est 
sélectionnée.  La liste des voisins, qui est une approximation des atomes en interaction, est 
mise à jour toutes les 10 étapes. La méthode de maillage d’Ewald (PME) a été employée 
pour le calcul des énergies électrostatiques avec une interpolation du 4e ordre. Dans la 
dernière optimisation du champ de force par Aliev et al., deux cut-off sont utilisés pour 
définir les liaisons de Van des Waals afin de rendre l’algorithme plus stable, le premier de 
10Å et le deuxième de 1Å. 
La température a été contrôlée à 313K en utilisant la vitesse de rééchelonnement avec un 
terme stochastique (V-rescale) égal à 42 et une constante de temps de 0,1 ps, pour la 
protéine et le reste du système. 
Un schéma de Parrinello-Rahman a été employé pour le contrôle de la pression à 1 bar en 
utilisant une constante de couplage de 2 ps et une compressibilité isotherme de 4.5x10-5 
bar.  
Avant le lancement de la simulation, le système a été minimisé en utilisant la plus grande 
pente et des algorithmes de gradient conjugués. Les étapes de minimisation ont été suivies 
par trois étapes d'équilibration. Les deux premières étapes ont été réalisées avec la 
molécule de soluté fixe, pour permettre aux molécules d'eau d’équilibrer le système, la 
première dynamique moléculaire a été faite dans un ensemble NVT de 100 ps, et la 
seconde dans un ensemble TNP (P : Pression) de 100 ps. Ensuite, une simulation TNP est 
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lancée pour vérifier la détente du volume sans aucune contrainte sur la protéine. Enfin, 
pour la production, une dynamique NVT de 2000 ns a été effectuée en utilisant le dernier 
volume obtenu. Les configurations ont été référencées chaque tranche de 100 ps. 
Pour la triple hélice, la direction de la triple hélice a été imposée afin qu’elle reste 
approximativement le long de l'axe le plus long de la boîte de simulation, appelé axe z. 
Ceci a été réalisé en imposant des contraintes sur deux atomes (les Cα de la GLY6 et 
GLY12 du premier monomère), nommé ici A et B, afin que la liaison factice A-B soit 
alignée avec l’axe z. La première contrainte a été de fixer les trois coordonnées de l'atome 
A (xa, ya, za), la deuxième contrainte a été d'imposer à l’atome B de se déplacer le long de 
l'axe z seulement, ce qui équivaut à fixer ses deux coordonnées (xb, yb). Pour éviter les 
artefacts apparaissant lors de l'utilisation à la fois de l’ensemble TNP et de la contrainte sur 
les positions des atomes, les simulations de production ont été réalisées dans un ensemble 
NVT. 
Analyse de la production – La trajectoire a été analysée par VMD. Les liaisons hydrogène 
ont été analysées en imposant que celles-ci soient formées avec les atomes polaires (X=N, 
O), distants de maximum 3,5Å et un angle X-H-X’ inférieur à 25 °. Les couplages RMN 
3JHN-Hα pour les glycines ont été calculés en utilisant la relation de Karplus obtenu par Aliev 
et al.  
 
G2. Données issues de la simulation 
La triple hélice 
 
Figure 38: Graphique représentant le rmsd en fonction du temps de la simulation 
ETUDE DES RELATIONS MONOMERES/TRIPLES HELICES 
82 
 
 
Tableau 8: Calcul de la présence de liaisons hydrogène suivant la chaine (A, B, C) et sa place dans la chaine 
(Cter→Nter) 
 
Le monomère 
 
 
7X 6X 5X 4X 3X 2X 1X 
     X 
Pro χm 41,4 37,6 37,9 37,8 38,0 37,7 37,8 P 24 122 110 90 93 112 120 
Hyp χm 39,0 39,0 38,8 38,8 39,0 39,4 39,0 P 26 41 41 29 36 32 32 
 
Tableau 9: Calcul des paramètres χm et P en fonction de la position de la glycine marquée 
 
 
Distance entre 
1AA et 21AA (Å) 
Rayon de 
giration Rg
3
 Asphéricité Acylindricité Forme 
anisotropie 
Valeurs 
Erreur 
10,1 8,76 7,73 0,42 0,53 0,64 
0,1 0,1 0,1 0,01 0,02 0,01 
 
Tableau 10: Paramètres décrivant la conformation moyenne du monomère au cours de la dynamique moléculaire 
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Figure 39: Diagrammes de Ramachandran pour les prolines du monomère, excepté celle en position Nter 
 
 
Figure 40: Diagrammes de Ramachandran pour les hydroxyprolines du monomère 
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ANNEXE 1. Classement des collagènes suivant leur 
appartenance, leur localisation et leur composition10 
Type Classe  Composition Localisation Pathologie 
I Fibrillaire α1[I]2α2[I] Abondante et répandue: derme, os, tendons, ligaments 
Ostéogénèse imparfaite, syndrome 
d'Ehlers-Danlos, ostéoporose 
II Fibrillaire α1[II]3 Cartilage, vitreux Arthrite, chondrodysplasies 
III Fibrillaire α1[III]3 La peau, les vaisseaux sanguins, l'intestin 
Syndrome d'Ehlers-Danlos, anévrismes 
artériels 
IV Réseau 
α1[IV]2α2[IV] 
α3[IV]α4[IV]α4[IV]  
α5[IV]α6[IV]   
Les membranes basales Syndrome d'Alport 
V Fibrillaire 
α1[V]3              
α1[V]2α2[V] 
α1[V]α2[V]α3[V]   
Répandue: derme, os, cornée, 
placenta Syndrome d'Ehlers-Danlos 
VI Réseau α1[VI]α2[VI]α3[VI]   
α1[VI]α2[VI]α4[VI] 
Répandue: derme, os, cornée, 
cartilage La myopathie de Bethlem 
VII Fibrilles d'ancrage α1[VII]2α2[VII] Derme,vessie Epidermolyse bulleuse acquise 
VIII Réseau 
α1[VIII]3                      
α2[VIII]3        
α1[VIII]2α2[VIII] 
Répandue: derme, cerveau, 
cœur,rein 
Dystrophie cornéenne endothéliale de 
fuchs 
IX FACIT α1[IX]α2[IX]α3[IX]  Cartilage, vitreux,cornée Arthrite, dysplasie épiphysaire multiple 
X Réseau α1[X]3     Cartilage Chondrodysplasies 
XI Fibrillaire α1[XI]α2[XI]α3[XI] Cartilage, disques intervertébraux Chondrodysplasies, arthrite 
XII FACIT α1[XII]3     Derme, tendons - 
XIII MACIT - Cellules endothéliales, derme, yeux, cœur - 
XIV FACIT α1[XIV]3     Répandue:os, derme, cartilage - 
XV MULTIPLEXIN - 
Capillaires, testicules, rein, 
cœur 
- 
XVI FACIT - Derme, reins - 
XVII MACIT α1[XVII]3     Hémidesmosomes dans l'épithélium 
Epidermolyse bulleuse jonctionnelle 
généralisée atrophique 
XVIII MULTIPLEXIN - Membranes basales, foie Syndrome de knobloch 
XIX FACIT - Membranes basales - 
XX FACIT - Cornée (poussin) - 
XXI FACIT - Estomac, reins - 
XXII FACIT - Jonctions des tissus - 
XXIII MACIT - Cœur, rétine - 
XXIV Fibrillaire - Os, cornée - 
XXV MACIT - Cerveau, cœur, testicules Maladies amyloides ? 
XXVI FACIT - Testicules, ovaires - 
XXVI
I Fibrillaire - Cartilage - 
XXVI
II - - Derme, nerf sciatique Maladies neurodégénratives ? 
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ANNEXE 2. Séquence des brins α1 et α2 du collagène de type I9 
 
Séquence du brin α1 du collagène de type I avant les modifications post-traductionnelles 
 
Séquence du brin α2 du collagène de type I avant les modifications post-traductionnelles  
 
 
1 MFSFVDLRLL LLLAATALLT HGQEEGQVEG QDEDIPPITC VQNGLRYHDR DVWKPEPCRI
61 CVCDNGKVLC DDVICDETKN CPGAEVPEGE CCPVCPDGSE SPTDQETTGV EGPKGDTGPR
121 GPRGPAGPPG RDGIPGQPGL PGPPGPPGPP GPPGLGGNFA PQLSYGYDEK STGGISVPGP
181 MGPSGPRGLP GPPGAPGPQG FQGPPGEPGE PGASGPMGP GPPGPPGKNG DDGEAGKPGR
241 PGERGPPGPQ GARGLPGTAG LPGMKGHRGF SGLDGAKGDA SGLDGAKGDA SGLDGAKGDA
301 MGPRGLPGER GRPGAPGPAG GRPGAPGPAG GRPGAPGPAG GPPGFPGAVG AKGEAGPQGP
361 RGSEGPQGVR GEPGPPGPAG AAGPAGNPGA DGQPGAKGAN GAPGIAGAPG FPGARGPSGP
421 QGPGGPPGPK GNSGEPGAPG SKGDTGAKGE PGPVGVQGPP GPAGEEGKRG ARGEPGPTGL
481 PGPPGERGGP GSRGFPGADG VAGPKGPAGE RGSPGPAGPK GSPGEAGRPG EAGLPGAKGL
541 TGSPGSPGPD GKTGPPGPAG QDGRPGPPGP PGARGQAGVM GFPGPKGAAG EPGKAGERGV
601 PGPPGAVGPA GKDGEAGAQG PPGPAGPAGE RGEQGPAGSP GFQGLPGPAG PPGEAGKPGE
661 QGVPGDLGAP GPSGARGERG FPGERGVQGP PGPAGPRGAN GAPGNDGAKG DAGAPGAPGS
721 QGAPGLQGMP GERGAAGLPG PKGDRGDAGP KGADGSPGKD GVRGLTGPIG PPGPAGAPGD
781 KGESGPSGPA GPTGARGAPG DRGEPGPPGP AGFAGPPGAD GQPGAKGEPG DAGAKGDAGP
841 PGPAGPAGPP GPIGNVGAPG AKGARGSAGP PGATGFPGAA GRVGPPGPSG NAGPPGPPGP
901 AGKEGGKGPR GETGPAGRPG EVGPPGPPGP AGEKGSPGAD GPAGAPGTPG PQGIAGQRGV
961 VGLPGQRGER GFPGLPGPSG EPGKQGPSGA SGERGPPGPM GPPGLAGPPG ESGREGAPGA
1021 EGSPGRDGSP GAKGDRGETG PAGPPGAPGA PGAPGPVGPA GKSGDRGETG PAGPAGPVGP
1081 VGARGPAGPQ GPRGDKGETG EQGDRGIKGH RGFSGLQGPP GPPGSPGEQG PSGASGPAGP
1141 RGPPGSAGAP GKDGLNGLPG PIGPPGPRGR TGDAGPVGPP GPPGPPGPPG PPSAGFDFSF
1201 LPQPPQEKAH DGGRYYRADD ANVVRDRDLE VDTTLKSLSQ QIENIRSPEG SRKNPARTCR
1261 DLKMCHSDWK SGEYWIDPNQ GCNLDAIKVF CNMETGETCV YPTQPSVAQK NWYISKNPKD
1321 KRHVWFGESM TDGFQFEYGG QGSDPADVAI QLTFLRLMST EASQNITYHC KNSVAYMDQQ
1381 TGNLKKALLL QGSNEIEIRA EGNSRFTYSV TVDGCTSHTG AWGKTVIEYK TTKTSRLRII
1441 DVAPLDVGAP DQEFGFDVGH VCFL
1 MLSFVDTRTL LLLAVTLCLA TCQSLQEETV RKGPAGDRGP RGERGPPGPP GRDGEDGPTG
61 PPGPPGPPGP PGLGGNFAAQ YDGKGVGLGP GPMGLMGPRG PPGAAGAPGP QGFQGPAGEP
121 GEPGQTGPAG ARGPAGPPGK AGEDGHPGKP GRPGERGVVG PQGARGFPGT PGLPGFKGIR
181 GHNGLDGLKG QPGAPGVKGE PGAPGENGTP GQTGARGLPG ERGRVGAPGP AGARGSDGSV
241 GPVGPAGPIG SAGPPGFPGA PGPKGEIGAV GNAGPAGPAG PRGEVGLPGL SGPVGPPGNP
301 GANGLTGAKG AAGLPGVAGA PGLPGPRGIP GPVGAAGATG ARGLVGEPGP AGSKGESGNK
361 GEPGSAGPQG PPGPSGEEGK RGPNGEAGSA GPPGPPGLRG SPGSRGLPGA DGRAGVMGPP
421 GSRGASGPAG VRGPNGDAGR PGEPGLMGPR GLPGSPGNIG PAGKEGPVGL PGIDGRPGPI
481 GPAGARGEPG NIGFPGPKGP TGDPGKNGDK GHAGLAGARG APGPDGNNGA QGPPGPQGVQ
541 GGKGEQGPAG PPGFQGLPGP SGPAGEVGKP GERGLHGEFG LPGPAGPRGE RGPPGESGAA
601 GPTGPIGSRG    PSGPPGPDGN KGEPGVVGAV GTAGPSGPSG LPGERGAAGI PGGKGEKGEP
661 GLRGEIGNPG RDGARGAPGA VGAPGPAGAT GDRGEAGAAG PAGPAGPRGS PGERGEVGPA
721 PNGFAGPAG AAGQPGAKGE RGAKGPKGEN GVVGPTGPVG AAGPAGPNGP PGPAGSRGDG
781 GPPGMTGFPG AAGRTGPPGP SGISGPPGPP GPAGKEGLRG PRGDQGPVGR TGEVGAVGPP
841 GFAGEKGPSG EAGTAGPPGT PGPQGLLGAP GILGLPGSRG ERGLPGVAGA VGEPGPLGIA
901 GPPGARGPPG AVGSPGVNGA PGEAGRDGNP GNDGPPGRDG QPGHKGERGY PGNIGPVGAA
961 GAPGPHGPVG PAGKHGNRGE TGPSGPVGPA GAVGPRGPSG PQGIRGDKGE PGEKGPRGLP
1021 GLKGHNGLQG LPGIAGHHGD QGAPGSVGPA GPRGPAGPSG PAGKDGRTGH PGTVGPAGIR
1081 GPQGHQGPAG PPGPPGPPGP PGVSGGGYDF GYDGDFYRAD QPRSAPSLRP KDYEVDATLK
1141 SLNNQIETLL TPEGSRKNPA RTCRDLRLSH PEWSSGYYWI DPNQGCTMDA IKVYCDFSTG
1201 ETCIRAQPEN ETCIRAQPEN KDKKHVWLG ETINAGSQFEY NVEGVTSKEM ATQLAFMRLL
1261 ANYASQNITY HCKNSIAYMD EETGNLKKAV ILQGSNDVEL VAEGNSRFTY TVLVDGCSKK
1321 TNEWGKTIIE YKTNKPSRLP FLDIAPLDIG GADQEFFVDI GPVCFK
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Chapitre 2  
Caractérisation d’assemblages 
supramoléculaires de CMP 
 
 
“Au-delà de la chimie moléculaire, fondée sur la liaison covalente, s'étend ainsi un 
domaine qu'on peut nommer supramoléculaire : la chimie des interactions moléculaires, 
des associations de deux ou plusieurs espèces chimiques, les complexes, et de la liaison 
intermoléculaire" – Jean Marie Lehn, 1980 
 
Dans ce chapitre, nous présenterons dans un premier temps les assemblages 
supramoléculaires solubles que nous avons observés pour les peptides (POG)n, avec n = 7 
ou 10. Nous décrirons les techniques de diffusion de la lumière et de microscopie qui nous 
ont permis de les mettre en évidence. Dans un second temps, nous étudierons la présence 
d’assemblages supramoléculaires, formant des particules insolubles en solution aqueuse. 
Ensuite, nous proposerons un modèle cinétique, basé sur des études par RMN, permettant  
d’identifier les processus et de quantifier les vitesses de formation de ces différentes 
populations en solution. Et enfin, nous présenterons nos tentatives de dopage du collagène 
par ces peptides. 
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2.1. Mise en évidence de la présence d’assemblages 
supramoléculaires en solution  
Les techniques de diffusion de la lumière ainsi que la microscopie nous ont permis 
de mettre en évidence la présence d’assemblages supramoléculaires dépendante des contre-
ions en solution et dans différentes conditions de concentration et de température. 
2.1.1 La diffusion dynamique de la lumière  
Principe – La DLS (Dynamic Light Scattering) est une technique permettant d’accéder à la 
taille des particules en solution, plus précisément à leur rayon hydrodynamique. Cette 
technique est basée sur le principe de diffusion de la lumière par des particules soumises à 
des mouvements browniens. La diffusion de lumière  peut être en effet directement reliée 
au coefficient de diffusion des particules dans un milieu donné et, par la suite, à un 
diamètre de particule par la relation de Stokes-Einstein : 
ℎ =
 ∗ 
6	 ∗ 
 ∗ 
 
Où Rh est le rayon hydrodynamique, kB est la constante de Boltzmann, T la température en 
K, DT le coefficient de diffusion translationnel directement mesuré par l’appareil et η la 
viscosité du solvant. La mesure de rayons hydrodynamiques implique donc que toutes les 
particules en solution soient assimilées à des sphères ce qui est une approximation assez 
grossière dans le cas de morphologies allongées. C’est notamment le cas des triples hélices 
de CMP, toutefois, des coefficients tenant compte d’un facteur de forme peuvent être 
appliqués pour corriger ces mesures.1  
Résultats – Des études ont été réalisées en parallèle sur les peptides (POG)7 et (POG)10 à 
une concentration de 10mM et en présence de différents contre-ions (Cl- et  H2PO4-) 
(Figure 1). Les conditions expérimentales ainsi que les estimations de la taille des 
assemblages sont présentées en partie expérimentale (cf. §A p.133). 
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Figure 1: Etude par DLS du peptide (POG)7, 10 mM. (1.) 20°C, (2.) 65°C après chauffage à 90°C pendant 30min, 
(3.) 20°C après chauffage à 90°C puis laissé à température ambiante (20°C)  pendant 2h. 
Chaque mesure a été réalisée 10 fois pour vérifier la répétabilité. 
 
On attend un rayon hydrodynamique de l’ordre du nanomètre pour le monomère et la triple 
hélice2 (voir ANNEXE 3), le rapport de coefficient de diffusion entre une espèce 
trimérique et monomérique allant de 1,2 à 1,5 selon que l’on considère une absence de 
structuration ou des modèles globulaires.3 Dans toutes les conditions testées, 
immédiatement après la dissociation des triples hélices (chauffage à 90°C) ou après un 
long temps d’incubation, une population caractérisée par un rayon dynamique moyen de 
~2.5 nm est présente, en proportion variable. Cette valeur est compatible avec la présence 
de monomère et/ou de triples hélices. On observe de surcroit de manière systématique une 
population correspondant à un haut poids moléculaire (rayon hydrodynamique compris 
entre 500 nm et 1µm) qui indique la présence d’assemblages supramoléculaires (on parlera 
de nano-objets O par la suite). L’ordre de grandeur du taux d’agrégation peut être calculé 
sur la base du rapport des rayons hydrodynamiques : RO/RM = ∛(VO/VM). Ceci permet 
d’estimer un assemblage moyen de ~108 peptides par agrégats. Nous observons une plus 
grande polydispersité de ces assemblages dans la solution HCl (A) que dans la solution 
phosphate (B). De plus, les nano-objets sont plus petits dans A (700 nm à 20°C et 350 nm à 
65°C) que dans B (1200 nm à 20°C et 700 nm à 65°C). Ceci s’explique par la présence de 
l’anion Cl- chaotropique.4,5 En effet, Hofmeister l’a inclus dans une série de sels qui ont 
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des effets sur la solubilité des protéines mais également sur la stabilité de leur structure 
secondaire et tertiaire. Les ions Cl- interfèreraient avec les réseaux de molécules d’eau qui 
stabilisent la structure des assemblages supramoléculaires. Il a déjà été démontré qu’en 
présence d’une forte concentration en ions Cl-, l’assemblage du collagène sur des feuilles 
de mica était différent de celui adopté dans une solution composée d’ions SO42-.4 Nous 
observons également une plus forte intensité du signal monomère-triple hélice pour 
l’échantillon A. En effet, après un long temps d’incubation dans le tampon phosphate, la 
proportion de monomère (M) et/ou triple hélice (TH) est très minoritaire par rapport aux 
assemblages supramoléculaires (Figure 1B 1.), ce qui indique que ceux-ci représentent les 
espèces stables thermodynamiquement dans le tampon phosphate. 
Ceci est cohérent avec nos observations précédentes : les nano-objets (O) étant déstabilisés 
par les anions Cl-, une plus grande quantité de monomères et de TH est attendue en 
solution. A partir de ces premières observations, nous pouvons déjà proposer un modèle 
simple (Figure 2). Nous avons déjà pu mettre en évidence l’équilibre entre le M et la TH 
par des études de dichroïsme circulaire et de RMN. Les études de DLS nous amènent à 
imaginer soit un échange entre les M et les O, soit entre la TH et les O. 
 
 
Figure 2: Hypothèses de formation des nano-objets 
 
Monomères
(M)
Triple Hélice
(TH)
Nano-Objets
(O)
et /ou
?
1
?
2
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Nous avons également observé qu’après chauffage des échantillons à 90°C (température 
nécessaire pour dissocier les assemblages selon les analyses de Brodsky,6 les O étaient 
toujours présents, ce qui signifie qu’ils ne se sont pas dissociés totalement ou qu’ils se 
reforment très rapidement (< 5 min). 
Les études comparatives menées sur le peptide (POG)10 nous ont apportées des éléments 
de réponse
 
(Figure 3). On observe en premier lieu un rayon hydrodynamique légèrement 
plus élevé pour les espèces de faible poids moléculaire (monomère et triples hélices), en 
accord avec l’allongement de la chaine peptidique. Ces espèces semblent moins favorisées, 
étant même absentes à 20°C dans le tampon phosphate après un long temps d’incubation. 
La polydispersité est également plus grande dans la solution HCl (A) que dans le tampon 
phosphate (B). Les agrégats ont toujours en moyenne une plus petite taille. Dans les deux 
cas, à 65°C, on remarque la présence persistante de nano-objets et, à la différence du 
(POG)7, aucune espèce de faible poids moléculaire. Ceci montre la formation rapide des 
nano-objets de (POG)10 à partir des espèces dissociées sans passage par la forme TH. Nous 
avions en effet montré par dichroïsme circulaire, à plus basse concentration (C=100µM), 
que la formation de la triple hélice de (POG)10 était beaucoup plus lente que la formation 
de la triple hélice (POG)7. La séquestration de peptides (POG)10 au sein des nano-objets 
pourrait expliquer cette observation. Dans la solution A, on s’aperçoit que les triples 
hélices se forment progressivement au cours du temps à 20°C (Figure 3A.3-4), tandis 
qu’elles n’apparaissent que transitoirement dans la solution B, moins chaotropique, laissant 
la place à des espèces de très haut poids moléculaire (Figure 3B.3-4).  
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Figure 3: Etude par DLS du peptide (POG)10, 10 mM. (1.) 20°C, (2.) 65°C après chauffage à 90°C pendant 
30min, (3.) 20°C après chauffage à 90°C puis laissé à température ambiante (20°C)  pendant 1h30, (4.) 20°C 
après incubation à 20°C pendant 1 jour. Chaque mesure a été réalisée 10 fois pour vérifier la répétabilité. 
Des études complémentaires ont été réalisées à une concentration plus faible (c =2.6mM) 
dans HCl pH 2,5. Les allures des profils DLS obtenus sont sensiblement différents (Figure 
4A). Les espèces de faible poids moléculaire sont à présent omniprésentes, et dans des 
proportions importantes. On s’aperçoit qu’après un long temps d’incubation, (Figure 4A 1) 
à 20°C, les espèces monomériques et triple hélices sont largement majoritaires, 
représentant donc les espèces thermodynamiquement les plus stables à cette concentration. 
A 65°C et après chauffage à 90°C, les mesures effectuées sont relativement imprécises 
mais révèlent que les nano-objets sont pratiquement absents. L’ensemble de ces mesures 
indique donc que la stabilité des O est directement fonction de la concentration des 
échantillons. Brodsky et al.6 ont réalisé des études similaires sur le peptide (POG)10 
solubilisés dans un tampon PBS à pH=7. Leurs données suggèrent également que la 
présence d’assemblages supramoléculaires est dépendante de la température d’étude. En 
particulier, à faible température (4°C) et faible concentration (2.6mM), aucun agrégat n’a 
été détecté, ce qui est en désaccord avec nos observations (Figure 4B 1-4). Cependant, à 
plus haute température, les assemblages mis en évidence dans leurs études présentent des 
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rayons hydrodynamiques près de 10 fois inférieurs aux nôtres (~ 100 nm). Ces différences 
suggèrent que les assemblages de peptides CMP et leur cinétique de formation sont très 
dépendants des conditions expérimentales. Dans des conditions similaires à celles de 
Brodsky (Figure 4B 1-4), nos mesures révèlent uniquement la présence de nano-objets qui 
restent stables même après un temps d’incubation à 90°C (Figure 4B 2). Le changement de 
charge de la glycine terminale à pH 6,95 pourrait expliquer la stabilisation de ces agrégats 
par interaction électrostatique. 
 
Figure 4: Etude par DLS du peptide (POG)10, 2.6mM. (1.) 20°C, (2.) 65°C après chauffage à 90°C pendant 
30min, (3.) 20°C après incubation à 20°C pendant 1h30, (4.) 20°C après incubation à 20°C pendant 1 jour. 
Chaque mesure a été réalisée 10 fois par assurer la répétabilité. 
 De ces études DLS, nous avons pu mettre en évidence la présence de nano-objets 
de haut poids moléculaire. Deux types d’organisations peuvent être proposés pour 
expliquer ces observations : un assemblage ordonné de plusieurs triples hélices ou un 
assemblage davantage désordonné, constitué de triples hélices imparfaites pontées par les 
monomères (POG)n eux-mêmes. Le fait d’observer (i) la formation rapide des nano-objets 
après dissociation des monomères (chauffage à 90°C), (ii) une augmentation lente des 
populations de faible poids moléculaire à 20°C dans HCl (monomère et triple hélice), et 
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(iii) sachant que la formation de la triple hélice est cinétiquement limitée dans le cas du 
(POG)10 (observation par CD), nous amène à privilégier un modèle d’agrégats constitués 
de l’assemblage de monomères reliés par de courts fragments triples hélices (modèle 1 
Figure 2). 
 
2.1.2 Observations des assemblages supramoléculaires par 
microscopie électronique 
Principe – La microscopie électronique utilise des électrons dont la longueur d’onde est 
beaucoup plus petite que celle des photons visibles et donc permet de s’affranchir de la 
limitation de résolution optique. Les meilleurs microscopes électroniques atteignent 
aujourd’hui des résolutions inférieures à l’Angström dans le domaine de la 
nanocaractérisation des matériaux. Il existe plusieurs types de microscopie électronique, 
nous nous focaliserons ici sur la microscopie électronique à transmission (TEM). Le 
microscope électronique à transmission est composé d’une source d’électrons ; de lentilles, 
appelées condenseurs, qui dirigent ces électrons vers l’échantillon ; d’un porte échantillon ; 
d’une première lentille agrandisseur, appelé objectif ; de plusieurs lentilles intermédiaires 
et d’une lentille de projection. Le rôle de la source est de fournir un faisceau d’électrons 
accéléré par une différence de potentiel adéquate comprise entre quelques dizaines et 
quelques centaines de kilovolts (20kV ou 400kV) dans les cas les plus courants.  
Les échantillons biologiques complexes doivent passer par de nombreuses étapes de 
préparation pour pouvoir être observés sans modifier leur état morphologique. Pour cela, 
une des méthodes de préparation consiste en une fixation chimique permettant de 
conserver la structure et l'ultrastructure du matériel biologique. Puis, ils sont déshydratés 
par imprégnation dans des bains successifs d’alcools. Ils sont ensuite imprégnés dans une 
résine, qui sous l’effet de la chaleur va polymériser. On obtient alors un matériau 
suffisamment résistant qui peut être découpé en lames minces sous ultramicrotome (outil 
permettant de réaliser des coupes de l’ordre de la centaine de nanomètre). Enfin pour 
améliorer le contraste, l’échantillon est exposé à un produit contenant des atomes lourds 
(généralement de l’acétate d'uranyle)  (cf. partie expérimentale §B p.135). Dans le cas de 
l’étude des collagènes, la microscopie électronique sert par exemple à étudier la structure 
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des fibrilles, ainsi qu’à analyser leur formation.7-9 Nous nous sommes intéressés à l’étude 
des assemblages supramoléculaires formés par les CMP. 
Après les études menées en parallèle par RMN et présentées dans la partie suivante 
(cf.§2.1), nous avons pu déterminer la présence de ces assemblages à des concentrations 
bien plus faibles (C=200µM) que celles utilisées pour la DLS. Des études en coloration par 
ombrage sont en cours d’investigation ainsi que des études en cryo-microscopie. 
L’ombrage10– L’ombrage est une technique qui permet de mettre en évidence les surfaces 
suivant un angle défini. On fabrique une réplique de l’échantillon par vaporisation de 
métaux lourds puis de carbone sur la surface pour stabiliser la réplique. On observe alors la 
réplique de l’échantillon qui permet de visualiser les rugosités de surface. Des études sur 
les peptides (POG)7 et (POG)10 ont été réalisées à une concentration de 200µM. La 
préparation des échantillons est détaillée en partie expérimentale (cf. § B3 p.137). Nous 
avons pu observer des morphologies caractéristiques de chaque peptide (Figure 5). Le 
peptide (POG)7 possède des fibres flexibles d’environ 300 nm alors que les fibres du 
peptide (POG)10 s’apparentent à des bâtonnets d’une longueur de 100 nm. Afin d’améliorer 
la caractérisation de ces particules, des études en cryo-microscopie sont en cours.  
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Figure 5: Fibres observées en ombrage sur le peptide (POG)7 (A-B) et (POG)10 (C-D) à 200µM, HCl 3mM.  
La barre d’échelle représente 200nm. 
La  cryo-microscopie – La cryo-microscopie est une méthode de préparation d’échantillon 
qui a l’avantage de le garder hydraté (méthode détaillée en partie expérimentale §B2 
p.136). La congélation de l’échantillon dans l’éthane liquide préalablement refroidi à 
l’azote liquide permet d’obtenir de la glace vitreuse qui, contrairement à la glace 
cristalline,  ne possède pas de structure ordonnée qui nuirait à l’observation. Nos premiers 
essais ne nous ont pas permis d’observer nos espèces car nous avons été gênés par la 
présence de contaminants et des problèmes de congélation. 
La caractérisation structurale d’espèces de haut poids moléculaires solubles n’a pas 
pu être obtenue de manière satisfaisante. Cependant, nous poursuivons nos efforts pour 
trouver des conditions expérimentales et une approche technique compatible avec leur 
analyse. Nous avons pu observer, pour le peptide (POG)10 uniquement et dans certaines 
conditions, la formation d’agrégats insolubles et donc facilement isolables. Ceux-ci ont pu 
être étudiés par des méthodes de microscopies et par RMN (cf. § 2.3).  
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2.2. Analyse par RMN liquide  
La RMN à l’état liquide permet d’observer des molécules atteignant quelques 
centaines de kDa, et même jusqu’au MDa en utilisant des techniques de marquages 
isotopiques particulières.11 Une masse de 1 MDa, correspond à un objet moléculaire 
constitué d’environ 10000 acides aminés ce qui est considérable mais encore bien en deçà 
des assemblages moléculaires solubles de (POG)7 ou (POG)10 que nous avons observés par 
DLS. Cependant, il existe des expériences RMN capables de mettre en évidence de 
manière indirecte la présence d’assemblages de taille très importante, notamment 
l’expérience STD (Saturation-Transfer-Difference). 12,13  Lorsque les systèmes ne sont pas 
à l’équilibre thermodynamique, il est également possible de suivre leur évolution au cours 
du temps, la formation d’espèces de très haut poids moléculaire conduisant à la disparition 
du signal RMN. 
2.2.1 Mise en évidence d’assemblages supramoléculaires par 
des expériences STD 
L’expérience STD est largement employée pour caractériser les complexes ligand-
récepteur, y compris quand ceux-ci possèdent une masse trop élevée pour être observés en 
RMN liquide. Cette approche RMN peut être utilisée pour cribler des banques de 
molécules et mettre en évidence de nouveaux ligands. Elle permet également de 
caractériser leur mode de liaison.  
Principe de l’expérience STD12,13 – Les molécules de haut poids moléculaire ne sont pas 
visibles directement par RMN en raison de leur relaxation rapide. Cependant, l’expérience 
STD permet de mettre en évidence l’interaction entre une molécule de haut poids 
moléculaire et une molécule plus petite qui, elle, est visible. La Figure 6 montre le principe 
de l’expérience STD. Il est tout d’abord nécessaire d’enregister un spectre 1H qui servira 
de référence. En présence d’une molécule de haut poids moléculaire (protéine) représentée 
schématiquement en bleu, et de ligands potentiels représentés en rouge et vert, ce spectre 
de référence consiste en des raies fines pour les ligands, la protéine n’étant quant à elle pas 
visible (raies trop larges). Une irradiation sélective de la protéine, généralement à des 
valeurs de déplacement chimique inférieures à zéro, va permettre un transfert de saturation 
(par diffusion de spin) vers le ligand, uniquement si celui-ci est en interaction avec la 
protéine. Ce transfert de saturation se traduit par une diminution du signal des protons du 
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ligand en contact avec la surface protéique. Ainsi, en soustrayant le spectre irradié au 
spectre de référence, nous aurons le spectre STD où les résonances du ligand apparaissent.  
 
Figure 6: Schéma de principe de l’expérience STD.  
Cette technique offre l’avantage de pouvoir tester des ligands peptidiques non marqués et 
de ne consommer que très peu de protéine. Cependant, il existe des limites à cette 
technique : en cas d’échange lent, lorsque kon et koff sont petits par rapport au temps 
d’irradiation (souvent le cas lorsque la valeur du KD est inférieure à ca. 10 nM), le transfert 
de saturation ne touche que la faible proportion de ligands liés et ne se propage pas à la 
fraction de ligands libres. L’autre point critique de cette expérience est la nécessité de 
pouvoir irradier sélectivement la protéine sans toucher les résonances du ligand potentiel. 
Les biomolécules de haut poids moléculaire présentent cependant des résonances très 
blindées, liées à la présence de cœurs hydrophobes. Les irradiations sélectives peuvent être 
effectuées dans cette région spectrale sans affecter directement les protons des petites 
molécules. Dans tous les cas, des spectres de contrôle peuvent être enregistrés pour 
s’assurer que la perte de signal observée sur une petite molécule est bien liée à un transfert 
de saturation de la protéine.  
Résultats obtenus– Dans le cadre des expériences que nous avons menées pour mettre en 
évidence des interactions entre CMP et collagène (cf § 2.4), nous avons enregistré des 
spectres STD de contrôle, où les peptides CMP sont présents mais en absence de collagène. 
Nous n’avions pas encore caractérisé la présence d’assemblages de CMP de haut poids 
moléculaire par les autres techniques et nous avons été surpris d’observer du signal STD 
pour ces spectres de contrôle (Figure 7). Le peptide (POG)10, seul en solution à 200 µM, 
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présente un signal STD à 20°C (T<Tm), que l’impulsion sélective soit appliquée à 0.8 ppm, 
-0.85 ppm ou même à -2 ppm. Cette approche STD s’est donc révélée difficile à exploiter 
pour l’observation d’interactions entre le collagène et les CMP mais nous a permis de 
caractériser, une fois de plus, la présence de nano-objets. Ceux-ci sont responsables du 
transfert de polarisation vers les espèces CMP de faible poids moléculaire. Plus 
précisément, nous avons remarqué que le signal STD correspondait uniquement au signal 
de la triple hélice (protons aliphatiques caractéristiques et protons amides visibles en 
Figure 10). Cette observation intéressante est également faite pour le peptide (POG)7 à 
plusieurs températures (5°C, 10°C, 20°C). En revanche, lorsque la température a été portée 
au-delà de la Tm de (POG)7 (Tm = 30°C à 200 µM) aucun signal n’a été obtenu (Figure 8), 
ce résultat faisant office de témoin négatif pour nos expériences de STD. 
 
Figure 7: Mise en évidence de signal STD sur le peptide (POG)10, 200µM, HCl 3mM, 20°C, 500MHz.  
Impulsion sélective à -2 ppm 
Ces expériences STD, répétées de nombreuses fois, nous ont donc permis (i) d’établir la 
présence d’espèces de haut poids moléculaire, non visibles directement en RMN liquide, et 
(ii) de caractériser un transfert de saturation entre ces espèces et les triple hélices, 
exclusivement. Nous pouvons alors supposer que ce transfert est dû soit à une interaction 
faible entre les formes triples hélices et les nano-objets (interactions de surface) ou soit à 
un échange rapide entre les triples hélices en solution et l’assemblage de haut poids 
moléculaire. Des études complémentaires présentées dans la partie suivante, nous ont 
permis de distinguer ces deux hypothèses.  
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Figure 8: Expériences STD enregistrées avec le peptide (POG)7, 200µM, HCl 3mM, 500MHz. Impulsion sélective à 
-2ppm. Le signal STD est uniquement observé pour T<Tm 
. 
A partir de ces observations, nous avons tenté d’obtenir des informations relatives à la 
cinétique d’agrégation de nos peptides par STD. En chauffant les échantillons à 90°C 
pendant 20 min, il est possible de dissocier les nano-objets, y compris les triples hélices. 
Un refroidissement rapide à une température inférieure à Tm pourrait permettre de suivre 
en temps réel par STD la formation des assemblages supramoléculaire. Malheureusement, 
la cinétique de formation de ces assemblages a été trouvée très rapide par rapport au temps 
nécessaire pour l’acquisition d’expériences STD exploitables (20 min). Une alternative a 
été de suivre les signaux du monomère et de la triple hélice en RMN 1H à intervalle 
régulier (~1min 30s). Nous avons ainsi pu constater une disparition significative du signal 
au cours du temps que nous avons attribuée à la formation des assemblages de haut poids 
moléculaires, invisibles en RMN en phase liquide. Nous avons bien sûr vérifié qu’aucun 
précipité n’apparaissait.  
2.2.2 Etudes cinétiques 
L’ensemble des techniques employées jusqu’ici, que ce soit la RMN, la DLS ou les 
microscopies, nous a permis de caractériser les peptides (POG)n sous trois formes : 
monomériques (plusieurs monomères ont été identifiés), triples hélices ou sous des formes 
d’assemblages supramoléculaires. Nous avons par ailleurs observé, dans le cas de (POG)10 
uniquement, la formation d’espèces insolubles, hautement organisées. En nous restreignant 
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à l’étude des (POG)7, stables en solution, nous avons donc proposé le modèle cinétique 
suivant et tenté de quantifier les différents échanges en présence : 
 
Figure 9: Modèle cinétique proposé pour les échanges  MTHO de (POG)7 
 
Pour cela, nous avons repéré deux régions du spectre 1H correspondant spécifiquement au 
monomère majoritaire d’une part et à la triple hélice d’autre part (Figure 10, cf chapitre 1 
pour l’attribution). Nous avons par ailleurs identifié une troisième région où les protons Hβ, 
Hγ de la proline et Hβ de l’hydroxyproline résonnent, qu’ils soient au sein du monomère ou 
de la triple hélice. Ainsi, l’intégration de cette région devrait être insensible aux échanges 
MTH. Immédiatement après chauffage à 90°C (pendant 20 min), nous avons supposé 
que les nano-objets de (POG)7 étaient entièrement dissociés ; sous forme monomérique à 
100%. Nous nous sommes ensuite placés à différentes températures (10°C, 20°C, 25°C, 
30°C) et avons suivi les intégrations de ces trois régions en fonction du temps (Figure 10).  
Nous avons ainsi pu mettre en évidence des cinétiques de formation pour les triples 
hélices, avec, selon la température, des temps caractéristiques de quelques dizaines de 
minutes à plus d’une heure. De manière tout à fait prévisible, la disparition simultanée de 
l’espèce monomérique a été observée. Le fait que le signal diminue également dans la 
troisième région, qui comprend pourtant à la fois les protons des espèces monomériques et 
de la triple hélice, nous indique la formation d’une population de haut poids moléculaire, 
invisible en RMN à l’état liquide. Le détail des conditions expérimentales est commenté en 
partie expérimentale (§.D2 p.139). 
 
 
 
Monomères
(M)
Triple Hélice
(TH)
Nano-Objets
(O)
k1
k2
k4
k3
k5
k6
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Figure 10: Suivi des populations à M/TH/O à différentes températures pendant 12h sur (POG)7, 200µM, HCl 
3mM. La population en nano-objets est déduite de la disparition des signaux aliphatiques entre 1,8 et 3 ppm. 
 
Ces expériences résolues en temps rejoignent les observations faites précédemment par CD 
ou par RMN à l’équilibre où nous avions quantifié la diminution de la TH à mesure que la 
température augmentait. Les plateaux obtenus en Figure 10, qui caractérisent l’équilibre 
thermodynamique, correspondent bien à des proportions de TH allant de 65 % à basse 
température à 8% quand on se rapproche de la température de fusion de (POG)7.  Nous 
observons également que la vitesse de formation de la triple hélice (ou de disparition du 
monomère) est plus lente lorsque la température augmente. La quantité de nano-objets 
présents à 10°C (T<Tm) est plus importante qu’à 30°C (T=Tm), ce qui implique que les 
nano-objets se forment à partir des triples hélices et/ou qu’ils sont eux-mêmes instables à 
une température avoisinant la température de fusion. 
La détermination des constantes de vitesse a été entreprise en considérant le schéma 
cinétique présenté sur la Figure 9. Il s’agit d’un modèle rudimentaire ne tenant pas compte 
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des stœchiométries que nous aurions du mal à établir en ce qui concerne les nano-objets. 
Nous avons donc tiré les trois équations différentielles suivantes : 
[]

= [] + [] −  + []                               . 1 
[]

= [] + "[] −  + #[]                            . 2 
[]

= #[] + [] −  + "[]                             . 3 
 
La résolution numérique de ce système d’équations différentielles a été faite à l’aide du 
logiciel Mathématica. Nous avons constaté des problèmes de convergence lorsque les six 
constantes de vitesses étaient minimisées simultanément. Nous avons donc tenté de 
simplifier le système en annulant k3 et k4 (Figure 11). Ce modèle néglige donc l’équilibre 
qui pourrait avoir lieu entre les formes triples hélices et les nano-objets solubles. Le 
monomère se trouve ainsi en position centrale dans le modèle cinétique, pouvant servir à la 
fois de réservoir pour la formation de triples hélices et des espèces de haut poids 
moléculaire. Dans les deux cas, une hausse de la température déstabilise les assemblages et 
augmente la population des espèces monomériques. On observe une diminution de k1 en 
fonction de la température, ce qui est en accord avec la déstabilisation de la TH à 
l’approche de sa température de fusion (Tm=30°C). On remarque que la constante k6 suit 
cette même tendance (à 20°C, la valeur très basse obtenue peut être reliée à la mauvaise 
modélisation des données expérimentales), traduisant le comportement similaire des nano-
objets. 
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Figure 11: Les données expérimentales ont été modélisées avec les solutions analytiques des 3 équations 
différentielles. Les unités des constantes de vitesses sont en h-1. Ici, k3 et k4 sont égales à 0.  
 
Si nous calculons les constantes d’équilibres (KTH/M et KO/M) nous pouvons mettre en 
évidence les populations favorisées à chaque température (Tableau 1). Pour l’équilibre 
TH/M, on observe un décalage de la température de fusion prédite par cette méthode 
(correspondant à KTH/M = 1), qui serait attendue à 20°C alors que les mesures CD indiquent 
une valeur proche de 30°C à cette concentration de peptide. Cette différence est 
probablement liée à l’approximation faite au niveau de la stœchiométrie de réaction. En 
tout état de cause, la température de fusion associée aux nano-objets apparaît plus basse, 
traduisant une cohésion moindre de ces assemblages par rapport à la triple hélice. On peut 
noter à ce stade qu’ils diffèrent nettement avec les nano-objets insolubles de (POG)10, dont 
la formation  nécessitait une température élevée.  
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Température (°C) 10 20 25 30 
KTH/M=k1/k2 2,05 1,00 0,56 0,10 
Population favorisée  TH TH ̴ M M  M  
KO/M=k6/k5 0,42 0,21 0,11 0,05 
Population favorisée M M M M 
 
Tableau 1: Calculs des constantes d’équilibre 
Une dernière exploitation de ces valeurs de constantes de vitesse peut être faite en 
considérant, 
d’une part la définition des constantes d’équilibre par rapport l’énergie libre de Gibbs : 
∆G = −RT lnK  
où ∆G représente l’enthalpie libre, R la constante des gaz parfaits (8,314 J.K-1.mol-1), T 
représente  la température (en K) et  K la constante d’équilibre, 
et d’autre part la relation entre l’énergie libre de Gibbs et les grandeurs 
thermodynamiques ∆H et ∆S : 
∆G = ∆H-T∆S 
où ∆H représente la variation d’enthalpie et ∆S représente la variation d’entropie. 
Si on applique l’approximation d’Ellingham, considérant que, sur une gamme restreinte, 
l’enthalpie et l’entropie standards de réaction sont indépendantes de la température, on 
peut alors écrire :  
∆ '° =  ∆ ° − ∆ )° =  −  *+, 
En traçant les droites f(

=lnK , pour KTH/M = k1/k2 (équilibre monomère-triple hélice) et 
KO/M = k6/k5 (équilibre monomère-nano-objet), nous obtenons des régressions linéaires 
satisfaisantes (Figure 14). 
Ces droites nous permettent de définir les paramètres suivants : 
-  ∆ -./° = -100 kJ.mol-1 et ∆ )-./° = -347 J.mol-1.K-1 
- ∆ -.0° = -75 kJ.mol-1 et ∆ )-./° = -272 J.mol-1.K-1  
Pour les deux équilibres, nous obtenons des réactions exothermiques (∆ ° < 0) et  ∆ )° < 
0, ce qui signifie bien que le désordre diminue lors de la formation de ces assemblages. 
Dans le cas des nano-objets, il résulte d’un regroupement d’un nombre très important de 
monomères, qui demeurent probablement partiellement désordonnés. Pour ce qui concerne 
la triple hélice, le nombre de monomère recruté est faible mais l’organisation est très 
grande. La présence des nano-objets solubles pourrait être due à des triples hélices 
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présentant des brins décalés permettant ainsi de les lier les unes aux autres par leurs 
extrémités. 
 
Figure 12: Représentation des courbes lnK=f(1
2
)  
Il convient de rappeler que, pour de courts peptides, la liaison peptidique Gly-Pro n’est 
qu’à 80% en conformation trans à l’équilibre thermodynamique. La probabilité que les 
peptides (POG)n soient à 100% en conformation trans est ainsi de l’ordre de 0,8(n-1) ce qui 
ne représente que ~25% pour (POG)7. On peut ainsi imaginer que des triples hélices, qui 
requièrent des liaisons peptidiques trans, ne puissent se former que partiellement. Celles-ci 
pourraient alors présenter des portions de peptides déviant de son axe, à l’origine d’un 
assemblage supramoléculaire supérieur. L’isomérisation de la liaison peptidique est connue 
pour être une étape limitante dans les processus de repliement des protéines, des enzymes 
particulières, les peptidyl-prolyl isomérases (PPIases), pouvant intervenir pour catalyser ce 
réarrangement conformationnel.14 La vitesse d’isomérie cis-trans est donc relativement 
longue (de quelques secondes à plusieurs minutes), et dans le cas des nano-objets de 
(POG)n, les réarrangements conformationnels permettant d’obtenir des triples hélices 
stables sont limités cinétiquement. On a remarqué dans le cas de (POG)10 qu’il fallait 
avoisiner la température de fusion pour obtenir des assemblages supramoléculaires 
insolubles. Cela est bien en lien avec la nécessité de déstabiliser partiellement les triples 
hélices, les « effilocher »,  pour obtenir ces nano-objets. La Figure 13 décrit de manière 
schématique ces observations. Les assemblages supramoléculaires insolubles résulteraient 
de triples hélices stabilisées par des interactions non covalentes, en accord avec la très forte 
organisation observée par SHG et en RMN du solide (cf. 2.3.1). Deux types d’interactions 
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assureraient leur stabilité : des interactions « têtes-queues » entre les extrémités de chaînes 
le long de l’axe de l’hélice, et des interactions latérales pouvant être médiées par des 
molécules d’eau. Dans le 3e chapitre, nous avons envisagé d’utiliser des groupes fluor afin 
de favoriser de telles interactions inter-hélices. 
 
Figure 13: Mécanisme d’auto-association du peptide (POG)7 en solution.  
Ce modèle est en accord avec les études de Raines et al. qui ont montrées qu’en 
synthétisant des triples hélices liées entre elles par des ponts disulfure, les extrémités 
peptidiques libres permettaient une association continue de  triples hélices pour former des 
assemblages semblables aux fibrilles de collagène15. 
Perspectives – Des études complémentaires vont être menées sur le peptide (POG)10 afin de 
comparer les cinétiques d’agrégation et de formation de triple hélice. Par ailleurs, nous 
avons observé des effets du pH sur ces assemblages (expériences de DLS § 2.1.1). Son 
influence sur ces cinétiques de formation devra être explorée. En effet à pH<3, le peptide 
possède seulement une charge positive à son extrémité N-terminale alors que pour un pH 
supérieur une charge négative apparait à son extrémité C-terminale ce qui devrait 
promouvoir des interactions électrostatiques entre triple hélices. De plus, comme nous 
avons pu le voir par DLS, le contre ion présent en solution semble modifier le type 
d’assemblage. L’influence des sels que nous avons observée par DLS pourra également 
être contrôlée par cette méthode RMN résolue en temps. 
Oligomères  insolubles 
(Oi) 
Monomères
(M)
Triple Hélice
(TH)
Nano-Objets
(O)
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2.3. Mise en évidence et étude d’assemblages 
supramoléculaires non-solubles 
2.3.1 Mise en évidence d’assemblages supramoléculaires non-
solubles 
Nous avons mené des études par turbidimétrie qui ont montré que des agrégats non 
solubles de (POG)10 se formaient à partir d’une concentration de 2,6mM, en accord avec la 
littérature (Figure 14).6 La turbidimétrie est la mesure du degré de turbidité  d'une 
suspension. Elle peut être déterminée grâce à un système optique, en général 
un spectrophotomètre qui mesure l’augmentation de l’absorbance, elle-même 
proportionnelle à la concentration des particules en suspension.  
 
Figure 14: Suivi de l’absorbance à 313 nm en fonction du temps et de la température (POG)10, 
2,6mM, pH=7, tampon K2HPO4/KH2PO4 (50mM) 
L’apparition d’assemblages supramoléculaires insolubles est caractérisée par une 
augmentation de l’absorbance à 313 nm. Un  temps de latence de 5 minutes est observé à 
56°C, celui-ci devenant plus important si la température diminue. A 36°C, nous 
n’observons pas d’augmentation de l’absorbance après plus d’1h30 d’incubation. Les 
agrégats insolubles obtenus se sont révélés stables à température ambiante (+1mois), leur 
solubilisation pouvant être rapidement obtenue en les plaçant à 4°C, ou au contraire, en les 
chauffant à 90°C, bien au-delà de la température de fusion de la triple hélice (~65°C pour 
(POG)10 dans ces conditions).  
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Nous avons alors entrepris une caractérisation de ces assemblages, notamment pour 
savoir s’il s’agissait d’agrégats amorphes ou d’assemblages supramoléculaires organisés. 
2.3.1 Caractérisation des assemblages supramoléculaires non 
solubles 
Des techniques de microscopie (SHG : Second Harmonic Generation et à lumière 
polarisée) et la RMN à l’état solide nous ont permis de répondre à cette question.  
La microscopie SHG – C’est une technique biphotonique  qui possède de nombreux 
avantages, notamment celui d’une résolution tri-dimensionnelle intrinsèque. Cette 
résolution permet une imagerie 3D en profondeur dans les tissus biologiques, en raison 
entre autre des longueurs d’ondes utilisées, qui se situent dans l’infra-rouge et limitent la 
diffusion et l’absorption par les tissus. De plus, cette technique se combine facilement à la 
fluorescence biphotonique qui permet d’exciter des marqueurs fluorescents mais aussi des 
molécules endogènes (NADH, FAD, riboflavines…) et peut ainsi rendre visible, sans 
marquage, le tissu ou les cellules. La microscopie de génération de seconde harmonique 
(SHG) consiste en la génération d’un signal à la fréquence double de la fréquence 
d’excitation. Ce phénomène est dit « cohérent » car la molécule n’absorbe pas l’énergie 
incidente, mais présente un effet de diffusion instantanée non linéaire. Ainsi, les champs 
électriques diffusés par chacun des harmonophores (élément polarisable par l’excitation 
lumineuse) vont interférer entre eux. La parité du processus est telle que la génération de 
SHG est interdite pour une répartition centro-symétrique des harmonophores. L’émission 
de deux harmonophores sera maximale lorsque ceux-ci seront orientés parallèlement 
(interférence constructive), alors qu’aucun signal ne sera généré si ces deux 
harmonophores sont orientés antiparallèlement (interférence destructive). En ce qui 
concerne les protéines, les signaux SHG sont donc spécifiques principalement du 
collagène, des microtubules et de la myosine, protéines organisées de manière dense et non 
centro-symétrique dans les tissus. 
C’est en 1971 que le signal SHG du collagène est observé pour la première fois au 
sein d’un tissu.16,17 Seuls les collagènes fibrillaires génèrent un signal SHG,18,19 
principalement le collagène de type I, le plus fréquent.  Il a été proposé que le signal SHG 
provienne des liaisons peptidiques elles-mêmes.20 En effet, celle-ci est non centro-
symétrique et présente une délocalisation d’un électron π entre les groupes C=O et N-H, se 
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comportant comme de faibles donneurs et accepteurs d’électrons respectivement. Pour 
avoir une forte réponse SHG, les harmonophores doivent être alignés dans la même 
direction. En ce qui concerne les monomères de collagène (α1 et α2), toutes les liaisons 
peptidiques sont bien alignées, conduisant à des interactions constructives. Il en est de 
même au niveau macromoléculaire lorsque les molécules de collagènes s’organisent en 
fibrilles. A un niveau supérieur, les fibrilles peuvent s’organiser en fibres, souvent avec des 
directions antiparallèles, ce qui peut diminuer le signal SHG.  
Par analogie avec les études faites sur les phases denses de collagène, nous avons 
tenté d’obtenir un signal SHG sur nos assemblages supramoléculaires de (POG)10, à 
température ambiante puis après chauffage à 90°C (Figure 15).  
 
 
Figure 15: Mise en évidence de l’organisation au sein des agrégats insolubles du peptide (POG)10 par  microscopie 
SHG  (à 20°C). (A) chauffage préalable à 56°C, (B) chauffage préalable à 90°C 
Nous obtenons alors un signal SHG intense pour l’échantillon incubé à 56°C. La présence 
d’agrégats insolubles est visible à l’œil nu sur cet échantillon mais le fait d’observer un 
signal SHG traduit également un alignement dans les assemblages. Les particules mises en 
évidence sont en forme de bâtonnets aux contours mal définis, de quelques dizaines de µm 
de longueur. Après chauffage à 90°C, on observe visuellement la dissolution des agrégats, 
ce qui est en accord avec les images de microscopies SHG qui montrent une disparition 
quasi complète du signal, un très léger signal diffus est observé pouvant correspondre aux 
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monomères ou triple hélices en solution. Ces observations de microscopies sont en accord 
avec les données de RMN solide présentées dans la section suivante.  
La RMN à l’état solide – Dans les liquides, les interactions anisotropes comme 
l’anisotropie de déplacement chimique et l’interaction dipolaire sont moyennés par le 
mouvement brownien ce qui conduit à l’observation de raies fines. Dans les solides, la 
présence de ces interactions anisotropes se traduit par un élargissement très important des 
raies qui masque les informations recherchées habituellement comme le déplacement 
chimique et le couplage scalaire. Dans les années 60, Andrew et al.21 ont montré qu’il était 
possible d’éliminer en grande partie les interactions anisotropes et obtenir des spectres 
correspondant à la moyenne isotrope des interactions en faisant tourner l’échantillon à 
l’angle magique θ=54.74°. La technique de rotation à l’angle magique est en général 
désignée par son acronyme anglais MAS (Magic Angle Spinning).  
Nous avons donc enregistré des expériences 13C-CPMAS (polarisation croisée en 
présence de rotation à l’angle magique) dans des conditions identiques, sur de la poudre 
lyophilisée de (POG)10 ainsi que sur les assemblages supramoléculaires observés par SHG 
(Figure 16). L’expérience CPMAS va permettre d’augmenter la sensibilité du noyau 13C 
par transfert de polarisation à partir du proton. La poudre lyophilisée présente des raies 
larges caractéristiques des composés amorphes (largeurs à mi-hauteur de ~350 Hz). La 
résolution obtenue est cependant suffisante pour effectuer l’attribution des résonances des 
différents carbones de (POG)10. Les assemblages supramoléculaires possèdent des raies 
bien plus fines, (largeurs à mi-hauteur de ~100 Hz) une anisotropie de déplacement 
chimique moindre caractéristique d’une organisation tridimensionnelle. 
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Figure 16: Spectres 13C-CPMAS de (POG)10 en abondance naturelle enregistré à 9.4T, 7kHz : fréquence 
de rotation en utilisant un rotor 4mm HRMAS (12µl). Conditions pour les assemblages 
supramoléculaires : 7mg/ml, pH=7, tampon phosphate 50mM. 
L’enregistrement de ces expériences simples nous permet donc de confirmer, par une 
technique totalement différente de la microscopie SHG, que les molécules au sein des 
assemblages supramoléculaires insolubles sont organisées. Nous avons ensuite envisagé 
d’enregistrer des spectres réintroduisant l’anisotropie de certaines interactions afin de 
mettre en évidence la proximité structurale (interaction dipolaire) ou des informations sur 
la géométrie (anisotropie de déplacement chimique ou interaction dipolaire). Mosser et al. 
ont d’ailleurs pu mettre en évidence des différences de déplacement chimique sur des 
échantillons de collagène soluble et fibrillaire, grâce à l’enregistrement de spectre {H1}-13C 
INEPT MAS, qui serait relié à des différences de préférences de plissements des cycles 
pyrolidines induit par la fibrillogénèse.22 Des études à 2D sont également envisageables 
pour étudier nos échantillons. Nous avons cependant manqué de matériel pour approfondir 
cette étude structurale par RMN solide (limite de sensibilité). Nous avons alors eu recours 
à un nouveau lot de (POG)10 pour générer davantage d’échantillons et remplir 
convenablement les rotors. Malheureusement ce nouveau lot s’est comporté de manière 
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très différente par rapport aux précédents et ne permettait plus d’obtenir des agrégats 
stables à température ambiante. Nous avons donc dû différer ces études. 
Microscopie optique à lumière polarisée – Pour tenter de décrire la morphologie des 
assemblages que nous formions, leur diversité et leurs caractéristiques en fonction des 
conditions expérimentales, nous avons utilisé la microscopie optique à lumière polarisée. 
Celle-ci permet de mettre en évidence la biréfringence des milieux. La biréfringence23 (ou 
double réfraction) d’un échantillon résulte de son anisotropie et est déterminée en le 
plaçant entre polariseurs croisés à 90°. Le premier polariseur sélectionne la lumière 
polarisée linéairement dans une direction donnée. En l’absence d’échantillon (ou en 
présence d’un échantillon isotrope), l’analyseur orienté à 90° empêche la transmission de 
cette lumière, provoquant une extinction. L’intensité de la biréfringence dépend 
principalement de l’alignement et de l’ordre dans l’agencement moléculaire, mais aussi de 
la nature des groupements chimiques rencontrés ainsi que de l’épaisseur de l’échantillon 
observé. 
La microscopie optique nous a permis d’identifier la morphologie des assemblages mais 
également de voir leurs modifications en fonction du pH et de la température. Les 
premières observations réalisées sur l’échantillon (POG)10 incubé à 56°C se sont avérées 
spectaculaires (Figure 17). 
 
Figure 17: Image de microscopie à lumière polarisée sur l’échantillon (POG)10 préalablement chauffé à 56°C, 
pH=7 
Nous avons observé des morphologies en « bouquets » ou « éventails » qui semblent 
posséder un arrangement différent sur la partie haute du bouquet. Nous avons pu mesurer 
approximativement la taille de chaque partie de ces assemblages particuliers, ce qui nous 
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donne une idée de la quantité de triples hélices pouvant être présentes (Figure 18). Pour 
l’extrémité inférieure des bouquets, si nous supposons que les triples hélices sont alignées 
verticalement,  il y aurait plus de 60 millions de triples hélices. Cette ordre de grandeur 
nous rappelle la taille des agrégats observés par DLS (rayons hydrodynamiques de ~1µm). 
 
Figure 18: Schéma représentatif des bouquets et des tailles moyennes des différents éléments du bouquet 
Nous avons tenté de voir quels étaient les rôles des tampons et de la température dans la 
formation de ces assemblages et s’ils pouvaient influencer leur morphologie. Nous avons 
donc préparé des échantillons de (POG)10 à partir d’une solution à 2,6mM pré-incubée 24h 
à 4°C dans les conditions suivantes : (A) incubation à 35°C, pH=7 (tampon phosphate 
10mM), (B) à 60°C, pH=7 (tampon phosphate 10mM), (C) à 60°C, pH=2.5 (acide acétique 
5mM). Nous avons obtenu dans chacun des cas des aiguilles de 5µM à 10µM de long. 
Curieusement, aucune de ces conditions ne nous a permis de retrouver la morphologie en 
bouquet observée précédemment, y compris l’échantillon B qui correspondait aux mêmes 
conditions. Nous avons ensuite effectué des cycles de chauffage-refroidissement pour 
comparer les assemblages obtenus à partir des hautes températures (sans présence de 
triples hélices) et ceux formés après incubation à 4°C, où les triples hélices sont 
prépondérantes. Nous avons alors mis en évidence des augmentations significatives des 
diamètres des aiguilles, sans pour autant retrouver la structure en bouquet observée 
initialement (Figure 20). 
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Figure 19: Clichés de microscopie optique à lumière polarisée sur un échantillon de (POG)10, 7mg/ml, (A1) 
Assemblages formées à 35°C, pH=7, (B1) Assemblages formées à 60°C, pH=7, (C1) Assemblages formées à 60°C, 
pH=4.1. Chaque échantillon a ensuite été chauffé à 90°C puis refroidit à 40°C (A2, B2, C2). Les barres d’échelle 
correspondent toutes à 20µm 
Nous avons donc montré la présence d’assemblages supramoléculaires organisés non 
solubles présents dans une solution de (POG)10 concentrée (c=2,6 mM). Ces assemblages, 
une fois formés, sont stables à température ambiante mais se dissocient rapidement à basse 
(4°C) ou haute température (90°C). Nous avons également pu remarquer que le peptide 
(POG)7, lui, ne formait pas ces assemblages insolubles dans les mêmes gammes de 
concentration (cf. chapitre 1 1.3.2.). Il serait  intéressant de voir si celui-ci s’agrège à plus 
forte concentration. Nous avons tenté d’inspecter par microscopie électronique certains des 
échantillons permettant de générer des aiguilles de (POG)10. Il est évident que les 
assemblages vus par microscopie optique sont trop gros pour être analysés par cette 
technique mais nous espérions voir des amorces de ces assemblages de tailles inférieures 
(Figure 20). 
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Figure 20: Clichés de microscopie électronique à transmission sur (POG)10, 2,6mM, à gauche : pH=2.9 et à droite 
pH=7. Barre d’échelle 1µM. Les flèches blanches montrent les aiguilles. 
Par microscopie optique, nous avions pu remarquer que les assemblages dans l’eau 
semblaient être de tailles significativement inférieures, ce qui explique pourquoi nous 
pouvons observer des aiguilles dans cet échantillon. Les aiguilles sont allongées et 
« plates », ce qui signifie qu’une direction de croissance est privilégiée contrairement à 
l’échantillon solubilisé dans le tampon phosphate où la croissance semble être équivalente 
dans trois directions, ce qui explique ces formes "cubiques". Les aiguilles apparaissent 
cassées sur toute la longueur de leur axe principal, ce qui semble être une conséquence 
directe de la méthode de dépôt sur la grille. Il est cependant possible d’estimer leurs 
dimensions, on trouve des longueurs d’aiguilles comprises entre 2µm et 5µm et des 
largeurs variant de 50nm à 300nm. Ces dimensions semblent coïncider avec les dimensions 
des constituants élémentaires des morphologies en bouquets observées précédemment. Une 
étude structurale par cristallographie pourrait être envisagée pour vérifier si les éléments 
cristallisés sont identiques ou non dans les deux cas ou si il s'agit uniquement d'une 
différence de maille cristalline. 
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2.4. Etude de la modification des phases denses de 
collagène par dopage avec des peptidomimétiques  
2.4.1 Préparation des solutions de collagène 
Il y a des décennies, des chercheurs ont montrés que le collagène acido-soluble 
pouvait former des fibrilles présentant des striations semblables à celles observées dans le 
collagène natif lorsque le pH était élevé.7 
Sources de collagène – Différents protocoles d’extraction du collagène sont décrits dans la 
littérature.24,25 Les sources de collagène de type I sont principalement les tendons et la peau 
animale tels que les tendons de queues de rats ou le derme de veau. Dans notre cas, nous 
avons extrait le collagène des tendons de queues de rat. Dans la mesure du possible nous 
n’avons utilisé que des queues de rats Long Evans jeunes (moins de 8 semaines) et n’ayant 
pas subi de traitement particulier (contrôles négatifs). En effet, en vieillissant, il se crée des 
liaisons covalentes entre les fibrilles de collagène, ce qui les rend moins solubles et nuit à 
la pureté des solutions. Un protocole d’extraction stricte est suivi car les expériences de 
physico-chimie requièrent des solutions très semblables d’une extraction à l’autre pour être 
reproductible.  
Protocole d’extraction – Les tendons sont prélevés sur les queues de rats à l’aide de pinces, 
sous une hotte de culture cellulaire stérile, et immédiatement recueillis dans un bécher de 
PBS (Phosphate Buffer Saline : NaCl  137 mM, KCl  2,68mM, Na2HPO4  8,07mM, 
NaH2PO4  1,47mM). Les tendons sont lavés et centrifugés plusieurs fois dans du PBS afin 
d’éliminer les cellules et les traces de sang jusqu’à ce que le surnageant soit limpide. Les 
tendons sont ensuite placés dans une solution de NaCl 4M afin de lyser les cellules 
résiduelles par choc osmotique et de faire précipiter d’éventuelles protéines de haut poids 
moléculaire. Après un nouveau rinçage au PBS, les tendons propres sont solubilisés dans 
de l’acide acétique 500mM stérile. S’en suivent alors des cycles de 
précipitation/centrifugation avec des solutions de NaCl à des concentrations différentes 
pour éliminer les éventuels contaminants. Enfin, des dialyses sont réalisées afin d’éliminer 
le sel du collagène. La solution est conservée à 4°C et centrifugée à 41000 × g pendant 4 
heures avant usage pour éliminer les particules insolubles restantes. (Le protocole détaillé 
est fourni en partie expérimentale §F p.141). La concentration des solutions mères ainsi 
préparées est comprise entre 2 et 5 mg/ml. 
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Caractérisation de la pureté – La pureté des solutions mères est caractérisée par 
électrophorèse en conditions dénaturantes sur gels de polyacrylamide. L’électrophorèse 
permet de séparer des molécules ou des fragments de molécules en fonction de leur charge 
électrique. Le milieu de migration est constitué d’un gel aqueux de polyacrylamide coulé 
entre deux plaques de verre maintenues verticalement. Une différence de potentiel est 
appliquée entre la base et le sommet du gel qui baigne dans un tampon conducteur. Les 
échantillons sont introduits au sommet du gel dans différents puits. Un marqueur contenant 
différentes protéines de poids connus est également déposé dans un puit du même gel, ce 
qui permet de rapporter la distance de migration à un poids moléculaire. Dans le système 
de tampons Laemmli26 (SDS-PAGE) que nous avons utilisé, le tampon de migration est 
différent du tampon d’échantillon. Ce dernier contient un tensioactif, le Sodium Dodécyl 
Sulfate (SDS), et du β-mercapto-éthanol, un agent réducteur de groupements thiol, qui a 
pour but de réduire d’éventuels ponts disulfures entre chaînes polypeptidiques. Les 
protéines ainsi dénaturées prennent une conformation en pelote statistique (« random 
coil »). Elles ont alors un rapport charge/masse uniforme, proportionnel à leur masse 
moléculaire, puisque la surface de la molécule est intégralement recouverte de SDS chargé 
négativement. Les témoins des marqueurs de poids moléculaires sont eux aussi dénaturés 
et se comportent de la même manière. De plus, la vitesse de migration et la résolution 
dépendent de la taille des pores du gel. Cette taille est contrôlée par la concentration en 
monomères d’acrylamide utilisée pour fabriquer les gels ou par la proportion d’agent 
réticulant bis-acrylamide. En routine, nous avons utilisé des gels à 10% en acrylamide/bis-
acrylamide (30%). Le protocole détaillé est fourni en partie expérimentale (§H p.144). 
Un gel où différents lots de collagène ont été analysés est présenté en Figure 21. Les 
bandes caractéristiques du collagène sont les quatre bandes les plus intenses. Elles 
correspondent, par ordre croissant de masse moléculaire aux brins α2 (~95 kD) et α1 (~100 
kD) et aux dimères β12  (~195 kD) et β11 (~200 kD). Des bandes beaucoup moins intenses 
sont visibles vers 52kDa et pourraient correspondre à de l’albumine, de l’élastine ou à des 
Heat-Shock Proteins (HSD47).  
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Figure 21: Gel d’électrophorèse en conditions dénaturantes 
Toutefois, cette technique ne nous permet pas de détecter des contaminants non protéiques 
tels que des protéoglycanes dont la présence est connue.  
2.4.2 Les phases cristallines liquides 
Le nom « cristal liquide » est né en 1900 après la découverte de cristaux de benzoate de 
cholestérol coulant comme des liquides par l’autrichien Friedrich Reinitzer et son collègue 
Lehmann. Les cristaux liquides sont caractérisés par un état intermédiaire entre la phase 
cristalline, où règne un ordre tridimensionnel, et la phase liquide où aucun ordre n’existe. Il 
existe trois grandes familles de cristaux liquides : les phases nématiques qui ne possèdent 
qu’un ordre d’orientation, les phases cholestériques où le vecteur directeur, caractéristique 
d’un ordre d’orientation, est hélicoïdale, et les phases smectiques où les molécules 
possèdent une orientation unique qui est conservée dans les 3 dimensions (Figure 22). 
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Figure 22: Les trois grandes familles de phases dans les cristaux liquides 
Ces différentes phases se différencient par leurs propriétés optiques telles que la 
biréfringence (propriété d’un matériau dans lequel la lumière se propage de façon 
anisotrope). On pourra alors observer avec un microscope à lumière polarisée des zones de 
textures distinctes correspondant à des domaines où les molécules sont orientées dans des 
directions différentes. 
Des études précédentes ont montrées que, dans des conditions acides, les molécules de 
collagène de type I pouvaient s’organiser à forte concentration pour former spontanément 
phases cristallines liquides.27 Ces phases présentent donc des propriétés de biréfringence 
lorsqu’on les observe en lumière polarisée. Il est alors possible de distinguer différents 
arrangements des monomères de collagène en fonction de la concentration notamment des 
ondulations précholestériques et des phases cholestériques lorsqu’on atteint une 
concentration de 80mg/ml.28,29 La torsion cholestérique est notamment décrite pour 
diverses matrices extracellulaires in vivo, cette torsion se produit entre les fibrilles de 
collagène alors que les torsions observées in vitro se produisent entre les molécules 
fragmentées. Cependant, la présence de phases cholestériques à plus petite échelle pourrait 
correspondre au premier état de la sécrétion du collagène par les cellules. Des études 
structurales utilisant des techniques classiques de fixation chimique sont inappropriées 
pour les phases cristallines liquides en raison de l'absence de liens stables conservant leur 
ordre en trois dimensions. Le processus de fibrillation est alors induit en plaçant les phases 
cristallines liquides sous vapeur d’ammoniac. Les vapeurs, en se solubilisant dans le 
solvant, neutralisent l’acide acétique et induisent une augmentation de pH. Cette méthode 
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permet de gélifier des solutions sans risque de dilution. Néanmoins, elle ne permet pas de 
contrôler les conditions physico-chimiques telles que le pH et la force ionique du système. 
Les fibres sont ensuite étudiées par microscopie électronique. De ces études, Besseau et al. 
ont pu montrer que l'ultrastructure du collagène liquide cristallin stabilisé imite fidèlement 
les modèles fibrillaires décrits in vivo dans des matrices extracellulaires.29 Un dispositif 
expérimental a été développé pour l’étude de ces phases denses de collagène par Gervaise 
Mosser (Equipe Matériaux et Biologie, LCMCP, UPMC) : les microcellules. 
Les microcellules30 – Afin d’analyser les phases cristallines liquides, des solutions de 
collagène à 5 mg/ml sont injectées en continu dans des microchambres de verre pour 
augmenter la teneur en collagène tout en compensant l’évaporation (Figure 23). Ces 
microchambres de verre ou microcellules sont inclinées et ouvertes sur les deux côtés 
espacées de manière décroissante de 300 µm à quelques micromètres. Cet ensemble nous a 
permis d'étudier l'effet du confinement en plus de la concentration en collagène. 
 
Figure 23: Schéma d’une microcellule permettant la formation de phases denses de collagène 
Le flux continu est maintenu plusieurs jours (5 ml sont injecté). Les microcellules sont 
observées une première fois après 4 ou 5 jours par microscopie à lumière polarisée et 
présentent des zones biréfringentes à l'interface air/eau. Après 7 jours, il est possible 
d’identifier la présence de phases cholestériques. Le processus de fibrillation peut être 
ensuite induit par vapeur d’ammoniac, fixant ces assemblages, en vue d’avoir des 
informations structurales plus précises par microscopie électronique (Protocole détaillé de 
la fixation pour la microscopie électronique est fourni en partie expérimentale § B1 p.135). 
2.4.3 Dopage du collagène par des peptidomimétiques 
De nombreux matériaux inorganiques (métaux, la silice, apatite)31-33 ou polymères 
synthétiques (polyéthylène, téréphtalate, alcool polyvinyle, polypyrrole, polyéthylène 
glycol)34-36 ont été utilisés pour modifier/stabiliser les phases de collagène. Il a notamment 
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été montré que ces matériaux/polymères mélangés ou liés de manière covalente au 
collagène naturel forment des matériaux hybrides ou composites. Ces matériaux trouvent 
d’ailleurs leurs applications dans le biomédical ou les biomatériaux. De manière analogue, 
nous nous sommes intéressés au dopage du collagène par les peptides mimes de collagène 
(POG)n, des interactions entre peptides et collagène de type I ayant été déjà mises en 
évidence.37,38 Les similarités de structures primaire, secondaire et tertiaire entre les 
peptides CMP et le collagène naturel pourrait en effet permettre des interactions perturbant 
les phases denses qui sont obtenues en absence de peptides. 
Le collagène – Des études réalisées précédemment au laboratoire de Chimie de la Matière 
Condensée ont montré qu’a pH=2,5, des phases cholestériques étaient observées.30 Nous 
avons donc réalisé des microcellules en injectant des solutions de 1mg/ml à 0,2mg/ml en 
collagène solubilisé dans de l’acide acétique 500mM, HCl 3mM ou HCl 0.3mM (Figure 
24).  
 
Figure 24: Clichés de microscopie à lumière polarisée d’échantillons de collagène dans différentes conditions (A) 
1mg/ml, Acide Acétique 500mM, (B) 0.2mg/ml, Acide Acétique 500mM, (C) 0.4mg/ml, HCl 3mM, (D) 0.4mg/ml, 
HCl 0.3mM. Les carrés entourent les structures en bandes et les pointes des flèches montrent les phases 
cholestériques. 
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A 1mg/ml dans de l’acide acétique, nous observons une texture dite « texture en bandes » 
qui est généralement rencontrée lorsque les solutions de collagène sont injectées en 
concentration initiale trop élevée. Nous avons donc diluée cette solution mais, même à 
0.2mg/ml, une texture similaire est observée (cliché B). Selon le lot de collagène purifié, 
les domaines de stabilité des différentes phases peuvent varier. Nous avons alors tenté de 
changer la nature du tampon pour observer les phases cholestériques. Dans HCl 3mM et 
HCl 0.3mM (cliché C et D), nous avons pu observer du cholestérique caractérisé par des 
ondulations. Nous avons donc déterminé deux types de conditions menant à des 
organisations distinctes. Les arrangements obtenus en phase dense conditionnent les 
propriétés des biomatériaux, générés dans un second temps par passage de vapeur 
d’ammoniac. La possibilité de modifier les assemblages supramoléculaires en phase 
liquide à l’aide des molécules CMP a été explorée. 
Phases denses de peptidomimétiques – Avant d’étudier l’interaction de nos peptides 
(POG)7 et (POG)10 avec les phases denses de collagène, nous avons inspecté le 
comportement de nos peptides seuls en microcellules. Les images de microscopies 
obtenues se sont révélées bien différentes de celles décrites précédemment pour le 
collagène. Les peptides forment des cristaux de morphologies différentes suivant les 
conditions de solubilisation (Figure 25). Le peptide (POG)10 solubilisé dans des solutions 
acides (clichés A-B) forment des cristaux rectangulaires principalement à l’interface air-
solution alors que quand le peptide est solubilisé dans l’eau, nous observons des cristaux 
triangulaires présents dans toute la microcellule. Le peptide (POG)7 forme des cristaux en 
aiguilles (clichés E-F). Lorsqu’il est solubilisé dans l’acide acétique (cliché E), nous 
pouvons remarquer que l’organisation des aiguilles diffère suivant la zone d’observation, 
probablement en raison du gradient de concentration qui existe entre l’intérieur de la 
cellule et le bord de la cellule à l’interface air-solution : les aiguilles sont parallèles les 
unes aux autres à l’interface air-solution (apparaissant ici en bleu), puis on observe une 
bande intermédiaire de ~20µm dans laquelle elles sont arrangées perpendiculairement, et 
une troisième zone enfin, lorsque l’on se rapproche du centre de la microcellule, où elles 
sont désordonnées.  
CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP 
130 
 
 
Figure 25: Clichés de microscopie à lumière polarisée des échantillons de (POG)10 (A-D) et (POG)7 (E-F) dans 
différentes conditions (A) 1mg/ml, Acide Acétique 500mM, (B) 1 mg/ml, Acide Acétique 5mM, (C) 1mg/ml, eau, 
(D)  0.2mg/ml, eau,
 
(E) 1mg/ml, Acide Acétique 5mM, (F) 1 mg/ml, eau 
Lorsque le peptide (POG)7 est solubilisé dans l’eau (cliché F), nous observons la 
coexistence de deux organisations distinctes. Il y a des aiguilles qui sont bien plus épaisses 
que celles présentes dans le cliché E ainsi qu’un bandeau. Dans ce bandeau, nous 
observons une organisation selon deux axes. Bien que cela ne soit pas le but initial de ces 
études, nous avons envisagé d’étudier ces formes cristallines plus en détail, que ce soit par 
diffraction des rayons X ou par RMN. Nous avons réalisé quelques essais pour produire 
des cristaux de taille plus importante (pour les RX) ou d’en produire davantage (pour la 
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RMN). Ces essais n’ayant pas été concluants, nous avons différé ces études pour nous 
concentrer sur l’étude des interactions CMP/collagène. 
Dopage par des peptidomimétiques – Nous avons dopé du collagène (1mg/ml solubilisé 
dans l’acide acétique 500mM)  par le peptide (POG)10 (1mg/ml solubilisé dans l’acide 
acétique 500mM) à différents ratios (v/v) (Figure 26). Aucun changement majeur n’a été 
observé. Quelle que soit la concentration en peptide injectée (0%, 5%, 10% ou 15%), nous 
avons toujours obtenu la même signature optique.  
 
Figure 26: Clichés de microscopie à lumière polarisée des échantillons de collagène (1mg/ml dans AA 500mM) + 
(POG)10 (1mg/ml dans AA 500mM) dans différents ratios 
 Ce résultat traduit une probable absence d’interaction dans les conditions testées, 
conduisant à une ségrégation de phases. En effet, le collagène conserve son organisation 
propre, et l’on peut imaginer qu’à une concentration de CMP supérieure, des cristaux 
pourraient apparaitre indépendamment des structures en bande. Des résultats préliminaires 
indiquent que lorsque le collagène a été déstabilisé par chauffage (gélatine), il se comporte 
différemment en présence (25%) ou en absence de CMP. Bien que ces résultats aient 
besoin d’être confirmés, ils rejoignent des observations faites par  Wang et al. qui avaient  
montré que des peptides modifiées pouvait se lier au collagène seulement quand celui 
commençait à se dénaturer.38  
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Conclusions et perspectives 
 
Nous avons utilisé la DLS et la RMN liquide pour mettre en évidence la présence 
de différents assemblages supramoléculaires (triple hélices, particules solubles et 
insolubles) et pour étudier leurs cinétiques de formation. Les résultats de dynamique 
moléculaire obtenus précédemment illustrent parfaitement les raisons pour lesquelles la 
formation de la triple hélice n’est pas instantanée. Celle-ci requiert un rapprochement de 3 
chaines peptidiques en conformation PPII étendue, or les trajectoires obtenues indiquaient 
que les monomères étaient rarement dépliés. 
Combinés à des approches de microscopies, nos observations ont permis de 
proposer deux modèles d’assemblages supramoléculaires. L’un d’eux, insoluble, présente 
un taux de triple hélice et un ordre très important mais n’est observé que pour (POG)10. 
Une oligomérisation des monomères inhomogènes d’un point de vue conformationel 
pourrait expliquer la présence des assemblages solubles observés pour (POG)7, 
relativement désordonnés. Nos résultats montrent que la nature des contre-ions présents en 
solution et le pH influent directement sur leur stabilité. Un mécanisme de formation de ces 
deux types d’assemblages est présenté, en accord avec nos données cinétiques et RMN 
(STD). Afin de mieux caractériser les paramètres thermodynamiques guidant ces 
processus, des expériences complémentaires seront menées utilisant différentes conditions 
physicochimiques (concentrations, sels, pH, température…). 
 En ce qui concerne le dopage des phases denses de collagène, nous n’avons pas 
observé d’interaction directe entre CMP et collagène natif. Des études sur le dopage de la 
gélatine par nos CMP sont en cours et semblent plus prometteuses. 
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 Partie expérimentale 
A. Etude DLS 
Matériels  
- Spectromètre Brookahven équipé d’un analyseur potentiel ζ (BI-ZetaPlus) 
- Cuve en plastique de capacité 500µl 
Mode opératoire  
Les études par DLS ont été réalisées sur 2 peptides (POG)7 (C=10mM) et (POG)10 
(C=2,6mM et C=10mM). Les solutions de dilutions sont HCl 3mM pH 2,3 et un tampon 
K2HPO4/KH2PO4 pH 7. Nous nous sommes assuré que les échantillons avaient été incubés 
préalablement à 4°C pendant 24h avant chaque mesure afin de permettre aux triples hélices 
de s’assembler (sauf indication contraire dans le tableau). Pour une condition donnée, les 
mesures ont été réalisées 10 fois afin d’obtenir une valeur moyennée. Les conditions 
expérimentales ainsi que les rayons hydrodynamiques (Rh) de chaque population sont 
décrites dans le Tableau 2 pour le peptide (POG)7 et dans le Tableau 3 pour le peptide 
(POG)10. 
 
Résultats 
Le commentaire Après chauffage à 90°C signifie que les mesures à 65°C ont été réalisées 
après un chauffage dans un bain marie à 90°C afin de dissocier les assemblages 
supramoléculaires. Le commentaire h+2 signifie que les mesures ont été réalisées 2h après 
la mesure précédente. L’échantillon est resté à température ambiante durant ces 2h. Le 
commentaire j+1 signifie que les mesures ont été réalisées 1 jour après la mesure 
précédente. L’échantillon est resté à température ambiante durant cette journée.  
 
Solvant Température Commentaires Rh (nm) 
HCl 
pH=2,3 
(20°C) 
20°C 
 
2,4 
754,6 
65°C Après chauffage à 90°C 2,9 362 
20°C h+2 2,6 711,2 
Phosphate 
pH=2,5 
20C 
 
2,6 
1241,5 
65°C Après chauffage à 90°C 2,4 678 
20°C h+2 2,6 1238,4 
Tableau 2 : (POG)7, 10mM 
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Solvant Concentration et pH Température Commentaires Rh (nm) 
HCl 
 
2,6mM 
pH=2.54 
20°C 
 
5,6 
1753,6 
20°C h+2 3,7 719,8 
20°C j+1 4,4 1916,7 
10mM 
pH=2.13 
20°C 
 
3,6 
362,5 
65°C Après chauffage à 90°C 936 
20°C h+ 1,5 3,7 1663,8 
20°C j+1 3,9 1013,8 
Phosphate 
 
2,6mM 
pH=6.95 
20°C 
 
122,8 
727,2 
55°C 15 min 100,3 684,5 
65°C 15 min 123,7 874,7 
20°C h+2 167,4 1467,7 
20°C h+2 620,3 
10mM 
pH=3.95 
20°C 
 
847,9 
3993,5 
65°C Après chauffage à 90°C 
521 
778,5 
2980,8 
5560 
20°C h+ 1,5 
4,7 
1885,9 
4940,5 
20°C j+1 4500 
 
Tableau 3 : (POG)10 
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B. Préparation des échantillons pour la microscopie électronique 
Les échantillons ont été préparés selon les trois techniques présentées ci-après. Les 
observations ont été réalisées sur un microscope électronique à transmission FEI Tecnai 
spirit G2 fonctionnant à 120 kV. Les images ont été enregistrées avec une caméra CCD 
(Orius Gatan 832 digital). 
B1. Protocole de fixation pour la microscopie électronique 
Se fait dans des salières en verre : 
1ère fixation : glutaraldéhyde 
- Préparer une solution de glutaraldéhyde : 
• glutaraldéhyde à 8%                                    1ml 
• Tampon Caco 0,05M - pH 7,4                   2,2ml 
- Ajouter ≈ 1ml de solution de glutaraldéhyde dans chaque salière 
- Laisser 1 heure à 4°C 
- Effectuer 3 lavages successifs de 10 mn avec un mélange : 
• 1 vol. Tampon Caco 0,1M - pH 7, 4 
• 1 vol. saccharose 0,6M 
2ème fixation : osmium 
- Préparer une solution d’Osmium : 
• Osmium tétraoxyde 4%                               1vol. 
• H2O distillée                                                1 vol. 
- Ajouter ≈ 1ml de solution d’Osmium dans les salières 
- Laisser 1 heure à 4°C 
- Effectuer 3 lavages successifs de 10 mn avec H2O distillée 
Déshydratation 
- Alcool 50°                                                               5 mm 
- Alcool 70°                                                               5 mm 
(Il est possible d’arrêter à cette étape et mettre les salières à 4°C)  
- Alcool 95°                                                               5 mm 
- Alcool 100°                                                             2*10 mm 
- Alcool 100° 1 vol. + Oxyde de propylène 1 vol.    10 mn 
- Oxyde de propylène                                               10 mm 
Imprégnation 
- Préparer une solution d’Araldite 
• Araldite CY212                                          20 ml 
• DDSA = durcisseur                                    22 ml 
• BDMA = accélérateur                                1,1 ml 
- Oxyde de propylène ¾ vol. + Araldite ¼ vol       60 mm 
- Oxyde de propylène ¼ vol. + Araldite ¾ vol       1 nuit à 4°C 
- Changer les échantillons de salières 
- Araldite                                                                 1 h 
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- Changer les échantillons de salières 
- Remettre de l’Araldite                                           ¾ h à 1h heure en dégazant           
Inclusion 
- Se fait dans une plaque à inclusion 
- Remplir presque complètement les alvéoles de solution d’Araldite (la même 
solution que celle préparée pour l’imprégnation) 
- Placer l’échantillon au sommet de l’alvéole en le centrant bien 
- Finir de remplir l’alvéole de solution d’Araldite à l’aide d’une petite seringue 
- Mettre à l’étuve à 60°C pendant 3 jours 
Echantillon préparé pour nos études 
- Echantillon de collagène pur solubilisé dans de l’acide acétique 500mM fibrillé à 
partir de la solution en microcellules 
- Echantillon de collagène avec 5% (v/v) de peptide (POG)10 fibrillé à partir de la 
solution en microcellules 
 
B2. Préparation des échantillons pour la cryomicroscopie 
Préparation des grilles 
- Prévoir 3 grilles par échantillon 
- Les grilles sont placées dans une effluveur pour les rendre hydrophiles et favoriser 
l’étalement des échantillons. 
Congélation de l’échantillon 
- Remplir le puit d’azote liquide 
- Remplir le puit d’éthane gazeux qui se liquéfie suite à la température imposée par 
l’azote liquide 
- La grille à congeler est placée à l’extrémité d’un système de guillotine à l’aplomb 
du puit 
- 2 à 4 µl d’échantillon sont déposés sur la grille (l’excès de liquide est éliminé avec 
du papier filtre whatman #4) 
- Plonger la grille dans l’éthane liquide (l’excès d’éthane liquide est éliminé avec du 
papier filtre) 
- Conserver l’échantillon dans l’azote liquide pour éviter le réchauffement et la 
formation de glace cristalline. 
Préparation de l’analyse 
- La grille est ensuite installée dans le porte échantillon qui est sous atmosphère 
d’azote 
- Le porte échantillon est alors introduit dans le cryomicroscope. 
Le paramètre limitant pour cette technique est la formation de glaçons qui rendent 
l’observation impossible. Il est alors très important que la congélation se fasse très 
rapidement et qu’une fois l’échantillon congelé, il ne se réchauffe pas.  
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La difficulté majeure a été de préparer nos échantillons dans lesquels nous souhaitions voir 
les assemblages supramoléculaires solubles. Il a fallu déposer des échantillons « chauds » 
(préalablement chauffés à l’étuve à 90°C pendant 20 min) pour ensuite les congeler. Ces 
échantillons représentaient les contrôles négatifs, nous permettant ainsi de montrer que 
nous avions détruit tous les assemblages supramoléculaires. Un système de chauffage a été 
mis en place pour chauffer l’extrémité de la guillotine. Les échantillons congelés pour ces 
études n’ont rien donné, ce qui est dû à un mauvais dépôt sur les grilles. 
Echantillons préparés pour nos études 
Chaque échantillon a été préalablement incubé à 4°C pendant 24h avant dépôt. 
- (POG)10, 2,6 mM dans un tampon phosphate (50mM)  pH=7 
- (POG)10, 200µM dans HCl 3mM (la solution a été séparée en 2 afin de faire un 
témoin négatif qui consiste en un chauffage de l’échantillon à 90°C pendant 20 min 
pour détruire les assemblages supramoléculaires) 
- (POG)7, 200µM dans HCl 3mM (la solution a été séparée en 2 pour les mêmes 
raisons que l’échantillon précédent) 
 
B3. Préparation des échantillons pour l’ombrage 
Dépôt des échantillons sur plaques de Mica 
- Découper les plaques de Mica en carré de 0,5cm de côté. 
- Vaporisation de l’échantillon à l’aide d’air comprimé ou d’un spray (l’air comprimé 
semble être plus efficace) sur la plaque de Mica. 
Réalisation de l’ombrage 
- Dépôt d’un film de platine par évaporation sous vide, sous un angle d’incidence de 
10°, 20° ou 30°.  
- Dépôt de carbone à 90° pour faire un film continu.  
Réalisation des grilles 
- Les feuilles de Mica sont plongées dans l’eau afin de décoller la réplique de 
l’échantillon formée. 
- A l’aide d’une pince, les grilles sont à leur tour plongées dans l’eau pour ensuite 
récupérer cette réplique qui flotte. 
- Les grilles sont ensuite séchées sur papier filtre avant l’observation. 
 
Echantillons préparés pour nos études 
Chaque échantillon a été préalablement incubé à 4°C pendant 24h avant dépôt. 
- (POG)10, 200µM dans HCl 3mM (la solution a été séparée en 2 afin de faire un 
témoin négatif qui consiste en un chauffage de l’échantillon à 90°C pendant 20 min 
pour détruire les assemblages supramoléculaires) 
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- (POG)7, 200µM dans HCl 3mM (la solution a été séparée en 2 pour les mêmes 
raisons que l’échantillon précédent). 
C. Préparation des échantillons pour les études par microscopie optique 
Préparation des échantillons 
Quatre échantillons de (POG)10 à 7mg/ml ont été réalisés : 
- A et B : Solubilisation dans un tampon phosphate (K2HPO4/KH2PO4) pH=7 
- C : Solubilisation dans de l’acide acétique 5mM pH=2,5 
- D : Solubilisation dans de l’eau distillée  
Formation des agrégats 
- A : Formation des agrégats à 35°C (étuve) pendant 3 jours 
- B, C et D : Formation des agrégats à 60°C (étuve) pendant 3 jours 
Observation des échantillons  
10 µl de chaque échantillon sont déposés sur une plaque de verre pour observer la 
morphologie des agrégats. Le microscope à lumière polarisée utilisé est un Nikon Eclipse 
E600 Pol, équipé de polariseurs croisés et  d’une caméra DXM 1200CCD. Les agrégats 
formés sont de morphologies identiques. 
Evolution des échantillons 
Ensuite, les quatre échantillons ont subi les mêmes traitements. A savoir, un chauffage à 
90°C pendant 20 min afin d’observer la dissolution des agrégats, puis 3 jours à température 
ambiante (clichés montrés dans le manuscrit). 
 
D. Etudes cinétiques  
D1. Préparation des échantillons 
Matériel  
- Tubes shighemi 5mm 
Mode opératoire 
Les études ont été réalisées avec le peptide (POG)7 et (POG)10 à 200µM solubilisés dans 
l’acide chlorhydrique 3mM (solution dans laquelle est solubilisé le collagène). Chaque 
échantillon est chauffé au préalable à 90°C dans un bain marie pendant 20 minutes afin de 
détruire les assemblages formés puis directement introduit dans le spectromètre RMN 
stabilisé à la température souhaitée (étude réalisée à 10°C, 20°C, 25°C, 30°C et 40°C). 
 
 
CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP 
139 
 
D2. Expériences RMN et traitement des données 
 
Les spectres ont été enregistrés sur un spectromètre Bruker Avance III 500MHz équipée 
d’une cryosonde.  
Paramètres d’enregistrement des expériences  
- Expériences 1H STD : 
Un spectre de référence 1H (impulsion sélective off-resonance à +30000Hz) est enregistré 
suivi de l’acquisition d’un spectre 1H auquel est appliqué une impulsion sélective comprise 
entre -1000Hz et 400 Hz (56,7dB, 0,1kHz) pour saturer les assemblages supramoléculaires 
(spectre on-resonance).  Le spectre STD est obtenu par la soustraction du spectre on-
resonance au spectre off-resonance. Des spectres STD sont alors enregistrés toutes les 20 
min pendant 12h.  
- Expériences protons : 
L’expérience RMN consiste en une succession de spectres 1H (simple excitation) à la 
température souhaitée (10°C, 20°C, 25°C, 30°C et 40°C). L’intervalle de temps entre 
chaque expérience est de 86s (temps d’acquisition du spectre). 
Traitement des données 
- Expérience STD : 
Nous avons intégré les signaux entre 2,4-1,5 ppm à l’aide de TopSpin® ensuite nous les 
avons traité en utilisant un script Mathematica®. La cinétique d’agrégation étant rapide et 
le rapport signal sur bruit modeste, il est impossible d’observer une évolution dans le 
temps. 
- Expérience protons : 
Nous avons intégré les signaux entre 4,35-4,20 ppm pour le monomère, 3,30-3,10 ppm 
pour la triple hélice et 2,90-1,50 ppm pour les nano-objets à l’aide de NMRpipe®. Les 
données ont été ensuite traitées sur Mathematica®.  
Le chauffage à 90°C des échantillons permet la dissociation des triples hélices (à t=0, 
triples hélices=0%). La modélisation par une équation à double exponentielle des données 
analytiques sur la triple hélice, nous permet alors d’avoir accès au temps mort (voir 
exemple). Le temps mort correspond au temps entre la fin du préchauffage à 90°C et le 
début de l’enregistrement des données. Après avoir déterminé ce temps mort, les données 
obtenues pour chaque population (M, TH et O) sont normalisées par un facteur correctif 
qui est obtenu par normalisation à 1 de la quantité de monomères à t=0. 
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Exemple sur les données expérimentales du suivi de la triple hélice à 10°C pendant 12h : 
 
 
Étude cinétique : extraction des constantes de vitesse 
Les données expérimentales normalisées pour chaque population (monomère, triple hélice 
et monomère) à une température donnée sont utilisées pour extraire les constantes de 
vitesse. Ces données ont été traitées avec Mathematica®. Les solutions analytiques du 
système d’équations différentielles (cf. partie 2.2.2 p.106 Eq (1), (2) et (3)) ont été utilisées 
pour ajuster simultanément les courbes expérimentales des trois populations. Le protocole 
NonlinearModelFit avec la méthode Nelder-Mead a été implémenté dans NMinimize (voir 
http://mathworld.wolfram.com/ pour plus de précisions) afin d’optimiser la recherche des 
constantes de vitesse. Un exemple du code Mathematica utilisé pour ajuster les courbes 
expérimentales des 3 états se trouve dans en ANNEXE 4. 
 
E. RMN Solide 
Conditions expérimentales CPMAS : 
 
Fréquence de rotation : 10kHz 
Temps de contact : 2 ms (poudre lyophilisée) / 10ms (assemblages supramoléculaires) 
Impulsion sélective sur le proton : square.100 (impulsion carrée 100 points) 
Condition de Hartmann-Hahn : 57 kHz (1H), 64kHz (13C) 
Découplage 1H : SPINAL64 à 90kHz 
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F. Protocole d’extraction du collagène 
Prélèvement des tendons 
Extraction à partir de tendons de queue de rat (30 à 40 queues de rats). L’extraction se fait 
sous la hotte à flux laminaire. 
Matériel nécessaire : 
- 2-3 litres de PBS 
- 1 bécher contenant ½ litre de NaCl 4M dans H2O 
- pince coupe-ongle 
- ciseaux 
Technique : 
- À l’aide de la pince coupe-ongles, serrer légèrement la queue à 1cm de son 
extrémité fine. 
- Casser la vertèbre par rotation du poignet (comme pour dénuder un fil électrique) 
et tirer pour sortir les tendons de la queue 
- Couper les tendons dénudés au-dessus d’un bécher de 500 ml de PBS 
- Recommencer l’opération de 1 cm en 1 cm. (Ne pas utiliser les 3 derniers 
centimètres de la base de la queue) 
Lavage des tendons 
- Laver ABONDAMMENT et plusieurs fois avec PBS, centrifugations successives 
5min/1500 g. Le surnageant doit être limpide et incolore (pas de sang résiduel : donc 
pratiquement pas d’albumine). 
- Rinçage des tendons dans du NaCl (dans de l’eau distillée) à 4M (4M permet de 
retenir tout le collagène et d’éclater tout ce qui est cellulaire, notamment le sang, 
évacuation de l’albumine) 
- Laver ABONDAMMENT et plusieurs fois les tendons, avec PBS, centrifugations 
successives / 5min / 1500 × g. (élimination au maximum du sel et de tous les débris 
cellulaires) 
Mise en solution du collagène 
- Filtrer les tendons isolés sur une gaze stérile. Les peser. (NB : 10 queues de rats 
fournissent environ 1 gramme de tendon). 
- Les mettre dans un bécher contenant du CH3COOH 0,5 M (pH 2,5 équilibré avec 
HCl 1 N) stérile. NB : Dissolution de 30 grammes de tendons dans 2,5 litres.  
- Mettre à agiter (dans la pièce à 20°C). 
- Laisser le collagène se dissoudre pendant 24 h. 
- Filtrer la solution sur gaze. (Élimine les gros agrégats insolubles qui ne 
sédimentent pas à la centrifugation). 
Purification du collagène 
- Centrifugation du filtrat à 19000 rpm pendant 2 heures. (Élimine les gros agrégats 
non dissous). 
- Précipitation du surnageant avec NaCl 300 mM, centrifugation à 19000 rpm 
pendant 3 heures. Conserver le surnageant et éliminer le culot (Élimine les éventuels 
contaminants qui auraient précipité par le sel jusqu’à 300mM). 
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- Précipitation du collagène I avec NaCl 600 mM 
- Centrifugation à 5500 rpm pendant 45 minutes (10°C) (permet la récupération du 
collagène précipité et l’élimination des molécules encore présente en solution). Centrifuger 
jusqu’à ce que le surnageant soit limpide. Rassembler et peser les culots. 
- Resolubilisation des culots dans CH3COOH 0,5 M équilibré à pH 2.5 par HCl 1N. 
NB : 200 grammes de culots dans 1,8 litres qsp donnent une solution à 2-3 mg/ml. 
- 4 dialyses successives contre du CH3COOH 0,5 M, 1V dans 10V. (Elimination du 
sel et de HCl). 
- Transférer le contenu des boudins dans une bouteille stérile après la dialyse. 
- Centrifugation à 40000-50000 × g pendant 4 h, 15°C. (Élimination des agrégats non 
dissous) 
 
G. Détermination de la concentration d’hydroxyproline 
Hydrolyse des échantillons 
- Prélever 50 μl de solution à la propipette ; peser précisément le volume mis à 
hydrolyser dans l’eppendorf (le faire en triple). 
- Hydrolyser avec 50 μl d’acide chlorhydrique 6 N. Vortexer, centrifuger et placer 
les eppendorfs hermétiquement fermés dans une étude à 106°C pendant la nuit.  
- Le lendemain laisser les eppendorfs à l’air jusqu’à ce que les tubes soient secs (40 
min à 1h). 
Dosage de l’hydroxyproline 
- Reprendre les échantillons secs avec 1 ml d’eau distillée. Vortexer. 
- Dosage 
 
Gamme d'hydroyproline à partir d'une solution mère 
à 20µg/ml 
Echantillon 
collagène 
Hydroxyproline ou 
échantillons (µl) 0 40 80 100 140 20 40 80 
H2O (µl) 400 360 320 300 260 380 360 320 
Dilution de 
l'échantillon 
     
1/40 1/20 1/10 
Chloramine T 200µl à température ambiante pendant 20 min. Vortexer 
Acide perchlorique 
3,15M 200µl à température ambiante pendant 5 min. Vortexer 
DMBA 200µl 20 min 60°C. Vortexer 
- Mettre 5 min à 4°C.  
- Lecture de la densité optique à 557 nm sur un spectromètre UV-visible. 
- Calcul de la concentration (C°) : 
C° de collagène (mg/ml) = 3° /456784967:;<= >?@.A:
BCD∗E.
AFGHIJKLMMNJ GNMMIOèJF
 
× 7,6 car il y a 13% d’hydroxyproline dans une molécule de collagène. 
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DOSAGE DE L’HYDROXYPROLINE – RÉACTIFS 
Tampon de dosage  Acide Perchlorique 3,15M  
- Acide citrique monohydraté (0,25 M) 6,25g - Acide Perchlorique 65% (10,39 M) 30ml 
- Acétate de sodium trihydraté (1 M)  17,5g - H2O distillée 70ml 
- Hydroxyde de sodium (0,85 M) 4,25g Conserver à 4°C  
- Acide acétique Purex 1,5ml   
- Ajouter H2O distillé qsp 100ml 125ml   
Ajuster le pH à 6 avec de l’acide acétique 
Purex 
Conserver à 4°C 
  
Hydroxyproline standard (20µg/ml)  Solution de Chloramine T  
- solution mère :  - Chloramine T 400mg 
- Hydroxy-L-Proline 20mg - H2O distillée 5ml 
- H2O distillée 100ml - Méthyl Cellosolve (Éther 
monoéthylique de l’éthylène glycol) 
7,5ml 
- solution de dosage :  - Tampon de dosage 1,25ml 
- solution mère diluée au 1/10    
Solution de DMBA    
- DMBA (Diméthylamino-4 benzaldéhyde) 1g  
- Méthyl Cellosolve 5ml  
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H. Préparation des gels d’électrophorèse 
Préparation des gels 
Gel de migration 10%    2 gels=20ml 
H2O distillée 8,1 ml 
Tris HCl 1.5M, pH=8.8 5 ml 
Acrylamide/Bis 30% 6,6 ml 
SDS 10% 200 µl 
Persulfate d’ammonium 10% 100 µl 
Temed (à ajouter au moment de l’emploi du gel) 10 µl 
 
Gel de concentration 5%    2 gels=10ml 
H2O distillée 5,7 ml 
Tris HCl 0.5M, pH=8.8 2,5 ml 
Acrylamide/Bis 30% 1,7 ml 
SDS 10% 100 µl 
Persulfate d’ammonium 10% 50 µl 
Temed (à ajouter au moment de l’emploi du gel) 10 µl 
 
Préparation des plaques - Montage 
- Laver soigneusement à l’alcool une plaque support en verre et une plaque fine en 
verre par gel. Sécher. 
- Installer les plaques sur le support de montage. Vérifier l’étanchéité avec H2O 
distillée. 
- Remplir de gel de migration jusqu’à 4-5mm de la ligne verte. 
- Ajouter doucement H2O distillée jusqu’en haut des plaques.  
- Attendre la polymérisation du gel. 
- Retourner le montage pour vider l’H2O au-dessus du gel. 
- Ajouter le gel de concentration jusqu’à 2-3mm du bord supérieur. 
- Mettre un peigne 10 puits. Laisser polymériser. 
Préparation de la cuve à électrophorèse 
- Placer la cuve dans un plateau rempli de glace. 
- Transférer les montages sur le support prévu pour l’électrophorèse, petite plaque 
vers l’intérieur (impératif). Mettre le support dans la cuve. 
- Remplir de Tampon de migration 1X jusqu’au ras des plaques. 
Préparation des échantillons 
- Diluer les échantillons à doser au ½ dans le tampon d’échantillon (généralement 
10µl d’échantillon + 10µl de tampon). 
- Pour les échantillons de collagène : évaporation à sec puis reprise dans le tampon 
d’échantillon. 
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Dépôt des échantillons 
- Déposer les échantillons dans les puits. 
- Réserver un puits par plaque pour le marqueur de Poids Moléculaires 
(RainbowTMmix, code RPN800E). 
 
Migration 
- Recouvrir la cuve de son couvercle en respectant les polarités. 
- Relier les électrodes à l’appareil. 
- Migration en 2 temps : 
1- Régler l’appareil sur 80 volts. Mettre en marche (l’apparition de petites bulles 
dans le Tampon de migration indique que le courant passe). 
- Laisser 10 à 20mn, jusqu’à ce que les dépôts soient compactés en une seule 
ligne (les protéines ont alors atteint le front du gel de séparation). 
2 - Régler l’appareil sur 160 volts pour la migration proprement dite 
- Arrêter quand toutes les protéines ont complètement migré. 
Coloration 
- Démouler les gels. 
- Mettre chaque gel dans une boite plastique avec couvercle. 
- Ajouter 50 à 100 ml de Bleu de Coomassie. 
- Agiter pendant 1 heure – vitesse 40. 
- Jeter le Bleu de Coomassie. 
Décoloration 
Au décolorant rapide 
- Ajouter 50 à 100ml de décolorant rapide. 
- Agiter 1 heure – vitesse 40. 
- Jeter le décolorant. 
Au décolorant de conservation 
- Ajouter 50 à 100ml de décolorant de conservation. 
- Agiter 1 nuit – vitesse 40. 
- Jeter le décolorant. 
Réhydratation 
- Ajouter 50 à 100ml H2O distillée pour réhydrater le gel (qui s’est rétracté car les 
décolorants contiennent de l’alcool). 
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ELECTROPHORESE-REACTIFS 
 
Tris-HCl 1,5M pH=8,8  Tris-HCl 1,5M pH=8,8  
Pour 100ml de solution :  Pour 100ml de solution :  
-Tris Amino 18,171g -Tris Amino 6,057g 
- H2O distillée 70ml - H2O distillée 70ml 
- Mesurer le pH  - Mesurer le pH  
- Ajuster à pH 8,8 avec HCl 35%  - Ajuster à pH 8,8 avec HCl 35%  
- Ajouter H2O distillé qsp 100ml  - Ajouter H2O distillé qsp 100ml  
SDS 10%  Persulfate d’ammonium 10%  
- SDS 10g - Persulfate d’ammonium 500mg 
- H2O distillée qsp 100ml - H2O distillée 5ml 
Tampon d’échantillon  Tampon de migration 10X  
- Tris- HCl 0,5M pH 6,8 1,25ml - Tris 30g 
- β Mercapto Ethanol 0,45ml - SDS 10g 
- SDS 10% 2ml - Glycine 144g 
- Bleu de Bromophénol 0,05%  (p/v) - H2O distillée qsp 1000ml 
- Glycérol 1ml   
- EDTA 3,72mg   
- H2O distillée qsp 5ml   
Décolorant rapide  Décolorant de conservation  
- Ethanol 400ml - Ethanol 100ml 
- H2O distillée 500ml - H2O distillée 825ml 
- CH3COOH 100ml - CH3COOH 75ml 
 
Acrylamide Bis 30%, Temed et Bleu de Coomassie 
- Solution prête à l’emploi  
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ANNEXE 3 : Estimation du nombre de peptide par nano-objet 
 
Les études de DLS révèlent la présence de deux populations : Rh = 2.5 nm et Rh = 700 – 
1200 nm  
La densité du peptide ~1.5 g/cm3 et la densité des assemblages : ~1.41 g/cm3 (d’après la 
publication de Craievich et al.2) 
Le volume moléculaire (POG)7  (M=1888g/mol) 
 Vmole = 1888/1.5 = 1258 cm3 /mol  
 V(POG)7 = 1258.10-6 m3/6.022.1023 = 2.09.10-27 m3 = 2.09 nm3 
  →Rh théorique :   V = 4/3 pi R3 
                                         Rv = 0,8 nm 
→Rh expérimental : Rh(POG)7 = 2,5 Å   
Les données expérimentales sont en accord avec les calculs théoriques. Nous pouvons 
alors estimer un nombre moyen de peptide contenu dans un nano-objet: 
 Rh = 700 – 1200 nm pour les nano-objets  
Soit un rapport de volume : V / V
 (POG)7 = R3 / R3 (POG)7 
 Rh = 700   →  V / V (POG)7 = (700/2.5)^3= 20.106 
 Rh = 1200   →  V / V (POG)7 = (700/2.5)^3= 110.106 
Nous estimons un assemblage moyen de ~108 peptides par nano-objet. 
 
 
 
 
 
CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP 
151 
 
ANNEXE 4 : Exemple du code Mathematica utilisé pour ajuster les 
courbes expérimentales des 3 états (monomériques, triples hélices et 
nano-objets) aux quatre températures. 
   
 
CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP 
152 
 
 
 
 
 
 
 155 
 
Chapitre 3  
Vers de nouveaux 
peptidomimétiques du collagène 
 
 
 
La peptidomimétique est l’art de concevoir des variations structurales sur un peptide 
biologiquement actif afin d’en améliorer ses propriétés pharmacologiques. 
 
Dans ce chapitre, nous expliquerons pourquoi nous avons choisi de synthétiser des 
peptides incorporant des groupements fluorés pour mimer le collagène. Nous introduirons 
alors les premières études réalisées sur des analogues de prolines fluorées. Nous décrirons la 
synthèse de quatre peptides de type CH3CO-(Xaa-Yaa-Gly)-NH2 incorporant ces analogues 
de prolines fluorées ainsi que leur caractérisation par RMN. L’étude structurale comparative 
de ces quatre courts peptides, nous fournira des éléments rationnels pour prédire leur intérêt 
pour la synthèse de CMP (POG)7. Nous étudierons leur influence sur les premiers peptides de 
ce type que nous avons synthétisés.  
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3.1. Contexte 
3.1.1  La proline et ses analogues 
Généralités - La proline est le seul acide aminé naturel possédant une structure cyclique, le 
cycle pyrrolidine. Ce cycle à 5 chainons peut prendre, principalement, deux conformations 
selon la position du carbone γ, on parle alors de plissement de cycle. On le définit par la 
valeur de l’angle χ1, celui-ci est dit Cγ-endo (down puckering) quand χ1≈25°et Cγ-exo (up 
puckering) quand χ1≈-25° (Figure 1). Dans un contexte peptidique, et en absence de structure 
secondaire privilégiée, le résidu proline adopte préférentiellement (~60%) le plissement de 
cycle Cγ-endo.1  
 
Figure 1: Illustration du plissement de cycle de la proline 
Le cycle pyrrolidine induit par ailleurs une rigidité au squelette peptidique qui se traduit par 
une valeur de l’angle dièdre Φ fixée entre -50° et -90°. L’angle ѱ, quant à lui, peut prendre 
trois valeurs distinctes qui correspondent aux trois rotamères stables autour de la liaison Cα-
C’. La première, comprise entre 120° et 180°, permet au squelette peptidique d’adopter une 
conformation étendue (PPII pour les angles Φ contraints autour de -60°). La seconde (entre -
50° et 0°) correspond à la structuration en hélice α. Enfin, la troisième région (de 40° à 90°), 
plus rarement observée pour les résidus prolines, définie la conformation en coude γ inverse, 
stabilisée par une liaison hydrogène entre le carbonyle CO(i) du résidu précédent et le proton 
amide du résidu suivant NH(i+2).2  
La liaison peptidique peut être de conformation cis ou trans. La présence de l’amide tertiaire 
du cycle pyrrolidine va influencer la conformation de la liaison peptidique qui le précède. 
Ainsi, dans les protéines, 5,8% des liaisons peptidiques Xaa-Yaa sont cis lorsque 
Yaa=proline, contre 0,06% pour les autres acides aminés.3 De manière plus précise, il a été 
N
O
Cγ-endo
(down)
Cγ-exo
(up)
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trouvé des différences significatives dans le ratio cis:trans selon la nature de l’acide aminé 
Xaa.4,5 De nombreuses études ont par ailleurs montré la corrélation entre la conformation de 
la liaison peptidique et le plissement de cycle pyrolidine, Cγ-endo favorise le conformère cis 
alors que le Cγ-exo stabilise le conformère trans.5-7 Cette observation est dûe à une forte 
interaction non-covalente n→ᴨ* entre l’oxygène de COi et le carbone de COi+1 (Figure 1).8,9 
Maccalum et al. ont prouvé que 89% des cis-proline adoptaient un plissement de cycle endo 
alors que les trans-prolines n’en favorisaient aucun. Par ailleurs, de nombreux analogues de 
proline ont été synthétisés en modifiant le groupement en Cγ en vue d’influencer le 
plissement de cycle.10 
Analogues de la proline – Raines et al. ont démontré que des effets stéréoélectroniques 
peuvent être créer par substitution sur le cycle pyrrolidine lui-même, permettant ainsi de 
contrôler le plissement de cycle.11,12 Des analogues de proline ont été synthétisés avec en 
position 4Cγ, un groupement –OH,12 –Me,13 -SH14 ou encore un atome de –F,15 –Cl.6 Il est 
alors trouvé que le plissement de cycle Cγ-exo est favorisé par effet stéréoelectronique lorsque 
le 4Cγ est substitué par un (4R)-OH, (4R)-F ou (4R)-Cl et est stabilisé par effet stérique quand 
il est substitué par (4R)-Me ou (4R)-SH. La présence de groupement favorisant le plissement 
de cycle Cγ-exo va de ce fait favoriser l’interaction de Bürgi-Dunitz et donc stabiliser le 
conformère trans.16 Lorsque tous les groupements ajoutés sont de stéréochimie 4S, le 
plissement de cycle Cγ-endo est alors stabilisé par effet gauche. Wennemers et al. ont par la 
suite apporté des précisions en montrant que la présence de groupements donneurs de liaisons 
hydrogènes en position γ sur un cycle Cγ-endo favorisait le conformère trans.5,17 Les 
substitutions en positions 3Cβ et 5Cδ ont pour leur part une influence directe sur l’isomèrie cis-
trans de la liaison Xaa-Pro. Celle-ci est très marquée pour des alkylations en 5Cδ car 
l’encombrement des substituants déstabilise fortement la liaison peptidique trans en raison de 
gêne stérique avec le résidu précédent.9,18-21 
Inducteur de structure secondaire particulière – Le résidu proline est rarement rencontré dans 
les structures de type hélice α et feuillet β en raison de la présence d’une amine secondaire sur 
le cycle pyrrolidine et donc de l’impossibilité de former des liaisons hydrogènes stabilisatrices 
de ces structures.22 Les prolines sont en revanche souvent retrouvées en amorce des hélices α 
car elles possèdent l’angle φ requis de -60°,  maintenu par le cycle pyrrolidine. Les peptides 
riches en proline adoptent généralement une structure dite « polyproline II ». Celle-ci consiste 
en une hélice gauche ayant des valeurs d’angles dièdres Φ et Ѱ égaux à -75° et 150°, 
respectivement, pour tous les résidus du squelette peptidique, ainsi que l’ensemble des 
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liaisons peptidiques en trans.23 Contrairement à l’hélice α, l’hélice PPII ne possède aucune 
liaison hydrogène et est plus étendue : 3.1Å  par résidu contre 1.5Å pour l’hélice α.  On 
rencontre également en solvant organique, des motifs « polyproline I » qui sont des hélices 
droites définit par des angles dièdres Φ et Ѱ de -75° et -160°, respectivement, ainsi que 
l’ensemble des liaisons peptidiques en cis.  
Mimes de triple hélice de collagène – A partir de ces observations, de nombreux CMP ont été 
synthétisés. Le Tableau 1, issu d’une revue de Raines et al., recense des CMP substitués en 
position 4Cγ-Pro ainsi que la température de fusion Tm mesurée pour les triples hélices 
formées par des peptides (Xaa-Yaa-Gly)7 ou (Xaa-Yaa-Gly)10. Ces valeurs de Tm permettent 
une comparaison directe de leur stabilité.10 
 
 
 
Tableau 1: Valeurs des températures de fusion des triples hélices de CMP10 
Les peptides (Pro-Hyp-Gly)n représentent les CMP témoins, étant constitués des triplets les 
plus représentés dans la séquence du collagène sauvage. Des Tm de 36°C et ~65°C sont 
trouvées pour (Pro-Hyp-Gly)7 et (Pro-Hyp-Gly)10, respectivement. La comparaison avec les 
peptides (Pro-Pro-Gly)10 montrent que l’hydroxylation du résidu proline en position Yaa a un 
impact décisif sur la stabilité de la triple hélice ce qui n’est pas le cas en position Xaa. Par 
(Xaa-Yaa-Gly)7 Tm (°C) 
(Pro-Pro-Gly)7 Pas d’hélice 
(Pro-Hyp-Gly)7 36 
(Pro-Flp-Gly)7 45 
(Flp-Pro-Gly)7 Pas d’hélice 
(Pro-flp-Gly)7 Pas d’hélice 
(flp-Pro-Gly)7 33 
(flp-Flp-Gly)7 Pas d’hélice 
(Pro-Clp-Gly)7 23 
(clp-Pro-Gly)7 Pas d’hélice 
(Pro-Mep-Gly)7 29 
(mep-Pro-Gly)7 13 
(mep-Mep-Gly)7 36 
(Xaa-Yaa-Gly)10 Tm (°C) 
(Pro-Pro-Gly)10 31-41 
(Pro-Hyp-Gly)10 61-69 
(Hyp-Pro-Gly)10 Pas d’hélice 
(Hyp-Hyp-Gly)10 65 
(Pro-hyp-Gly)10 Pas d’hélice 
(hyp-Pro-Gly)10 Pas d’hélice 
(Pro-Flp-Gly)10 91 
(Flp-Pro-Gly)10 Pas d’hélice 
(flp-Pro-Gly)10 58 
(flp-Flp-Gly)10 30 
(Pro-Clp-Gly)10 52 
(Clp-Pro-Gly)10 Pas d’hélice 
(clp-Pro-Gly)10 33 
(clp-Clp-Gly)10 Pas d’hélice 
(Pro-Mop-Gly)10 70 
Flp : R1=H, R2=F 
flp : R1=F, R2=H 
 
Hyp : R1=H, R2=OH 
hyp : R1=OH, R2=H 
 
Mep : R1=H, R2=CH3 
mep : R1=CH3, R2=H 
 
Clp : R1=H, R2=Cl 
clp : R1=Cl, R2=H 
 
Mop : R1=H, R2=O-CH3 
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ailleurs, il est important de noter que la stéréochimie de la 4-hydroxyproline est importante, la 
(2S,4R)-4- hydroxyproline en position Yaa augmente considérablement la stabilité de la triple 
hélice, ce qui n’est pas le cas de son stéréoisomère. L’influence du groupe hydroxyle sur la 
stabilité de la triple hélice a été l’objet de nombreux débats. Une hypothèse a mis en avant 
leur rôle prépondérant dans l’établissement d’un réseau de liaisons hydrogène les reliant aux 
carbonyles du squelette.24 De plus, la première structure cristalline obtenue sur un peptide 
mime de collagène25 a montré la présence d’une sphère d’hydratation autour de la triple hélice 
maintenue par des liaisons H entre les groupements -OH et l’eau. Une autre hypothèse 
explique l’importance des groupes OH sur le carbone 4Cγ en raison de la forte 
électronégativité de l’oxygène. Des effets stéréoélectroniques permettraient de pré-organiser 
la chaine peptidique de manière propice à la formation de triple hélice. Afin de tester cette 
hypothèse, l’hydroxyproline a été remplacée par une fluoroproline (Flp ou flp), les atomes de 
fluor n’étant pas de bon accepteur de liaisons H.26 Il s’est avéré que la triple hélice était plus 
stable en présence de l’atome de F qu’en présence du groupement –OH, la température de 
fusion de (Pro-Flp-Gly)10 étant supérieure de 25°C à celle de (Pro-Hyp-Gly)10 (cf. Tableau 1). 
La triple hélice semble ainsi être stabilisée par des effets stéréoélectroniques, même en 
absence de liaisons H. On note à nouveau que la stéréochimie de la substitution est cruciale 
pour obtenir cette stabilisation, le peptide (Pro-flp-Gly)7 ne formant pas d’hélice. Pour 
conforter cette hypothèse, la proline a également été substituée par une chloroproline (Clp ou 
clp). La Tm du peptide (Pro-Clp-Gly)10, bien qu’inférieure à la Tm de (Pro-Hyp-Gly), est tout 
de même supérieure à celle de (Pro-Pro-Gly)10. Ces observations sont vraies pour les peptides 
comportant 10 répétitions mais également pour n=7, ce qui conforte l’idée que la substitution 
en position 4 de la proline influence la stabilité de la triple hélice par des effets 
stéréoélectroniques et non par la possibilité de faire des liaisons H avec l’eau. Enfin, pour 
mettre en évidence l’effet uniquement lié à l’encombrement stérique, la proline a été 
substituée par une méthylproline (Mep ou mep). Le méthyle, qui n’a pas de contribution 
électronique, a un effet significatif sur la stabilité des triples hélices. Cet effet apparait 
stéréospécifique, puisque (Pro-Mep-Gly)7 présente une Tm de 29°C alors que ni (Pro-Pro-
Gly)7 ni (Pro-mep-Gly)7 ne forment de triple hélice. L’étude des préférences 
conformationnelles de ces cycles pyrrolidines substitués fournit un élément important dans la 
compréhension de la stabilité des triples hélices. Il a en effet été trouvé que, dans l’analogue 
Mep de la proline, le méthyle stabilisait la conformation up du cycle pyrrolidine tandis que le 
mep stabilisait un plissement down.9 Ainsi, l’alternance de conformation aux positions 
successives Xaa-Yaa semble être cruciale pour obtenir une triple hélice stable. L’acide aminé 
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en Xaa doit adopter un plissement down et celui en Yaa un plissement up. Les stabilités 
obtenues avec les dérivés halogénées obéissent aux mêmes règles, les atomes électronégatifs 
(Cl, O, F) jouant le rôle de stabilisateurs de conformation, par effet gauche, en fonction de la 
configuration du 4Cγ. Ainsi, la conformation de la (2S,4R)-4-hydroxyproline (Hyp) est très 
fortement stabilisée en plissement up et celle de la (2S,4S)-4-hydroxyproline (hyp) en 
plissement down. L’échelle de la stabilité de ces plissements, et par extension, de la triple 
hélice est directement reliée à l’électronégativité des éléments. On note toutefois que le 
peptide (flp-Flp-Gly)10 possède une Tm relativement basse (30°C) par rapport aux critères 
évoqués et à celle obtenues pour (flp-Pro-Gly)10 (58°C) et (Pro-Flp-Gly)10 (91°C). Cela 
pourrait être dû à une gêne stérique entre les deux cycles pyrrolidine successifs substitués.9 
La connaissance de ces préférences permet de prévoir et de concevoir des 
peptidomimétiques de la triple hélice de collagène. A la lumière des données publiées, le fluor 
apparait comme un atome de choix pour augmenter sa stabilité. 
3.1.2 Pourquoi le Fluor ? 
Un peu d’histoire – Le fluor a été isolé en 1886 par Henri Moissan, ce qui lui valut le Prix 
Nobel en 1906,* ce fut une étape importante dans l’histoire de la chimie car cette expérience 
intervint après de nombreux essais infructueux d’électrolyse de l’acide fluorhydrique. Il existe 
très peu de produits naturels fluorés, ce qui explique pourquoi il était peu connu.27 Au début 
du XXe siècle, le fluor intervient surtout en chimie inorganique et c’est seulement à partir des 
années 1930 que sont découverts les chlorofluorocarbures (CFC) utilisés comme fluides 
réfrigérants (aujourd’hui bannis à cause de leur contribution probable au trou de la couche 
d’ozone) et le Téflon. C’est en 1941 que le fluor connait un essor important avec le projet 
Manhattan pour le lancement de la bombe nucléaire, il est alors nécessaire de produire du HF 
et du F2 pour faire du UF6 (utilisé pour séparer les différents isotopes de l’uranium par 
diffusion gazeuse). Et ce n’est qu’au début des années 50 que la chimie organique du fluor est 
née. Très vite, des découvertes décisives ont permis aux composés fluorés de devenir des 
médicaments majeurs : les anesthésiques généraux fluorés, les propriétés antitumorales du 
fluorouracile, et surtout les extraordinaires effets biologiques résultant de l’introduction du 
fluor dans les corticostéroïdes, découverts par J. Fried. En 2000, 18% du marché 
pharmaceutique sont des composés fluorés.28 Il est également très présent dans les domaines 
                                                 
*
 http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1906/ 
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des matériaux biocompatibles, phytosanitaires notamment en agrochimie (50% des parts du 
marché). 
Propriétés structurales – L’atome de fluor est très souvent comparé à l’atome d’hydrogène du 
fait de son faible rayon de Van der Waals (1.35Å).29 Sa petite taille, son importante 
électronégativité, un excellent recouvrement de ses orbitales 2s et 2p avec les orbitales 
correspondantes du carbone, la présence de trois paires non liantes, font qu’un atome de fluor 
porté par un carbone est toujours, sur le plan inductif, un substituant électroattracteur, et sur le 
plan mésomère, un substituant électrodonneur. Les liaisons sont fortement polarisées du 
carbone sp3 (δ+) vers le fluor (δ−), ce qui confère à la liaison C-F une énergie plus importante 
qu’une liaison entre un carbone et un autre halogène. 
A de rares exceptions près, les composés fluorés ont un point d’ébullition plus bas que leurs 
analogues non fluorés. Ils sont également accepteur de liaisons hydrogènes. La présence d’un 
fluor va augmenter l’acidité des groupements vicinaux et diminuer la basicité des amines 
vicinales, ce qui va permettre d’améliorer la biodisponibilité de certains composés. Dans le 
cadre des peptides, il a un effet sur la stabilité métabolique notamment vis-à-vis de 
l’hydrolyse. 
C’est pour ces différentes propriétés que le fluor est largement employé en chimie 
médicinale. Il permet à la fois d’améliorer le profil métabolique des composés bioactifs et de 
créer des interactions particulières avec leur(s) cible(s) endogène(s). Dans le cadre de la 
conception de nouveaux mimes de collagène, nous avons choisi d’incorporer des groupes 
trifluorométhylés CF3 qui induisent également des propriétés particulières que nous allons 
développer dans le paragraphe suivant. 
3.1.3 Les pseudo-prolines trifluorométhylés 
Les pseudoprolines (Ѱ-Pro, Figure 2) ont été très utilisées en synthèse peptidique, 
notamment pour la synthèse de peptide hydrophobes car elles permettent d’inhiber les 
phénomènes d’auto-association/d’agrégation.30 Suite à ces observations, des études par RMN 
ont permis de mettre en évidence que la présence de pseudoprolines abaissait de 1-2 kcal/mol 
la barrière d’énergie de l’isomérisation cis-trans comparé à la proline.31,32 Dans le cadre de la 
conception de peptides CMP, le remplacement des résidus proline et/ou hydroxyproline par 
des analogues pseudoproline apparait très intéressant car le passage de l’isomère cis à trans 
est une étape limitante pour la formation de la triple hélice de collagène. Il a été suggéré que 
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la baisse de la barrière d’énergie serait due à la diminution de la densité d'électrons de la 
liaison peptidique (effet inductif de l’oxygène) et aux différents plissements de cycle imposés 
par la substitution d'hétéroatomes. Kang et al. ont alors réalisé des études comparatives entre 
des dipeptides Ac-Pro-NHMe, Ac-Hyp-NHMe et Ac-ѰPro-NHMe par DFT (Density 
Functional Theory), les populations pour chaque état correspondant à un minimum local sont 
présentées dans le Tableau 2.33,34 On observe alors que, d’après les calculs théoriques, 
l’insertion d’un hétéroatome en position 4 va peupler la conformation PPII (dénommée F) 
principalement en raison des contributions importantes des populations trans-ppII-down (tFd)  
et trans-ppII-up  (tFu). En effet, 51% des Ac-Pro-NHMe et 41% des Ac-Hyp-NHMe sont en 
conformation PPII contre 69% des Ac-ѰPro-NHMe. Mutter et al. ont montré que la nature 
des groupements ainsi que la stéréochimie du centre 5Cδ  avaient une grande influence sur 
l’isomérie cis-trans31 en ajoutant un groupement p-méthoxyphényle ((S) → 37% en cis, (R) 
→5% en cis). L’enjeu pour nous a été de contrôler la population cis-trans ainsi que les 
plissements de cycle pyrrolidine.   
C’est ainsi que notre laboratoire a débuté une collaboration avec l’équipe du 
Professeur Thierry Brigaud qui a développé une méthode de synthèse de 1,3-oxazolidines 
trifluorométhylées en position 5Cδ. Celles-ci peuvent subir une N-acylation et des réactions 
d'amidification, et ceci sans modification de la stéréochimie, ce qui leur permet d’être 
résistante à l’hydrolyse35. Par conséquent, elles peuvent être considérées comme des 
analogues de proline (Figure 2). 
 
Figure 2: Pseudoprolines analogues de prolines et hydroxyprline 
VERS DE NOUVEAUX PEPTIDOMIMETIQUES DU COLLAGENE 
163 
Des études comparatives par calculs DFT et par RMN ont alors été menées afin d’étudier 
l’isomérie cis-trans, la présence de liaisons hydrogènes ainsi que le plissement du cycle 
ѰProline36 et sont résumés dans le Tableau 2.37 
Peptide 
DFT RMN 
cAd cAu cFd cFu tAd tAu tCd tCu tFd tFu c 
Pro 19.2 1.3 6.6 5.7 23.9 3.1 0.8 0.0 17.6 21.6  
(4R)-Hyp 15.6 3.0 6.1 4.2 15.6 13.5 0.4 0.0 9.0 32.0  
ѰPro 9.4 1.9 9.8 11.5 16.3 2.7 0.5 n.c. 27.1 20.7 34 
(5S)-CF3-ѰPro 0.7 0.0 36.8 0.1 1.3 n.c. n.c. n.c. 60.3 0.7 43 
(5R)-CF3-ѰPro 0.3 1.5 0.5 38.3 0.7 4.3 n.c. n.c. 1.1 53.4 45 
 
Tableau 2: Populations (%) de chaque conformère dans l’eau pour les différents peptides obtenues par calculs DFT 
ou d’après des mesures RMN (c=cis, t=trans, C=coude γ, A=hélices α, et F=PPII, d=down, u=up, n.c.= calculs non 
convergent) 
Ces résultats nous montrent que les estimations de populations cis:trans réalisées par RMN et 
DFT sont du même ordre, les calculs théoriques prédisant légèrement moins de conformations 
cis. D’après ces mesures, l’ajout d’un groupement CF3 favorise largement une population 
particulière qui dépend de la stéréochimie du centre 5Cδ. La conformation tFd est adoptée à 
60% par le motif (5S)-CF3-ѰPro (Figure 3) alors que la (5R)-CF3-ѰPro favorise la tFu (53%). 
La stéréochimie du carbone 5Cδ affecte uniquement le plissement du cycle à 5 chainons, les 
conformations trans (ω= 180°) et F (φ=-70°, ψ= 150°) étant largement stabilisées dans les 
deux cas, ce qui est souhaitable dans le cadre de la conception de CMP. L’étude des effets 
électroniques a montré que les plissements de cycle sont stabilisés par des interactions 
électrostatiques entre les atomes chargés négativement F (-0.35 e) du groupe CF3 et un des 
protons Hβ chargés positivement (+0,21 e). Ces interactions, relativement faibles, agissent en 
synergie avec deux effets d’hyperconjugaison impliquant chacune l’orbitale antiliante σ*(Cε-
F). En effet, la distance F---Hβ pour (5S)-CF3-ѰPro est plus faible dans la conformation tFd 
(d=2.50Å) que tFu (d=3.56 Å). Le plissement de cycle down est donc stabilisé (Figure 3). 
Pour les mêmes raisons mais de manière symétrique, le cycle (5R)-CF3-ѰPro est très 
fortement stabilisé avec un plissement de cycle up. Ces résultats indiquent que l’enchaînement  
(5S)-CF3-ѰPro-(5R)-CF3-ѰPro pourrait avantageusement remplacer la diade Pro-Hyp dans les 
triplets de collagène en renforçant l’alternance de plissement de cycle « down-up » requise 
pour la stabilité de la triple hélice. 
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Figure 3: Conformations tFd et tFu adoptées par (5S)-CF3-ѰPro. La conformation est stabilisée par une interaction 
favorable entre un fluor et Hβ3 uniquement pour un plissement de cycle down. En conséquence, tFd représente 
60,3% des conformations adoptées par (5S)-CF3-ѰPro et tFu n’est adopté qu’à 0,7%. Le plissement de cycle up est 
en revanche le plus stable pour l’analogue (5R)-CF3-ѰPro en raison d’une proximité entre le fluor et Hβ2 
 Les études de RMN menées sur Ac-(5R)-CF3-ѰPro-NHMe ont par ailleurs montrées 
que la barrière d’énergie de l’isomérisation cis-trans était particulièrement basse pour ce 
mime de tripeptide, au-delà de l’abaissement de 1-2 kcal/mol observé pour l’ensemble des 
ѰPro.29 Une mesure de 15,5 kcal/mol a été trouvée pour cette barrière, alors qu’elle est de 19 
kcal/mol pour le résidu proline. Cet effet, spécifique de (5R)-CF3-ѰPro peut à nouveau 
s’expliquer par une contribution stéréoélectronique des atomes de fluor. Dans le chapitre 
précédent, nous avons évoqué la présence de nanoobjets solubles, pouvant provenir de 
l’assemblage désordonné de triples hélices mal repliées. Une raison possible expliquant la 
présence de tels édifices en solution provient de la liaison Gly-Pro, à 20% en conformation 
cis. Cette géométrie de la liaison peptidique, incompatible avec la formation de triple hélice, 
est relativement stable puisque la barrière d’énergie de l’isomérie cis-trans est élevée pour la 
Proline. Il est attendu que le remplacement de la proline par un motif pseudoproline 
trifluorométhylé favorise l’isomérisation et ainsi (i) accélère la formation des triples hélices et 
(ii) déstabilise la formation des agrégats solubles. 
 Un modèle de modélisation moléculaire a été élaboré à l’aide du logiciel Discovery 
Studio (Biovia) en se basant sur la structure de la triple hélice [(Pro-Pro-Gly)10]3 (PDB : 
1k6f). L’incorporation de quatre groupes CF3 par chaine a été faite pour obtenir les séquences 
suivantes au sein de la triple hélice [(Pro-Hyp-Gly)2-((5R)-CF3-ѰPro-(5S)-CF3-ѰPro-Gly)2-
(Pro-Hyp-Gly)6]. La minimisation a été effectuée dans le vide et a permis d’observer une 
structure de triple hélice stable, où les groupes CF3 portés par les 5Cδ pointent vers l’extérieur 
sans causer de gêne stérique. Ceux-ci pourraient alors favoriser des interactions entre les 
triples hélices via des interactions fluor-fluor et former des édifices supramoléculaires plus 
stables (Figure 4). 
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3.2. Synthèse et caractérisation des triplets 
Pour mettre en évidence ces particularités structurales, nous avons synthétisé une 
famille de quatre triplets Ac-Xaa-Yaa-Gly-NHMe. Parmi eux, deux tripeptides correspondent 
à des références, utiles pour évaluer les effets des groupes CF3, les deux autres, incorporant 
des pseudoprolines fluorés. Des études RMN complètes ont ensuite été menées et seront 
présentées en partie 3.2.2  
3.2.1 Synthèse 
Nous avons synthétisé, dans un premier temps, deux pseudotripeptides de référence 
avec un groupement acétyle en N-terminal et amide en C-terminal afin de s’affranchir des 
phénomènes liés aux interactions électrostatiques (Figure 5). En effet,  il a été montré que des 
interactions électrostatiques pouvaient contraindre un plissement de cycle et avaient une 
influence sur l’isomérie cis-trans.36 
 
Figure 5: Triplets de référence 
Nous avons donc choisi de travailler en stratégie Fmoc car le seul acide aminé qui nécessite la 
protection de sa chaine latérale est l’hydroxyproline (hydroxyle en position 4). Cette fonction 
P1
Ac-Pro-Pro-Gly-NH2
P2
Ac-Pro-Hyp-Gly-NH2
Figure 4: Illustration d’un modèle de triple hélice incorporant des pseudoprolines trifluorométhylées.  
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est protégée par une fonction tertiobutyle qui n’est pas sensible en milieu basique et qui sera 
déprotégée lors du clivage final en milieu acide.  
Les peptides P1 et P2 (Figure 5) ont été préparés par couplage avec l’acide aminé approprié 
sur une résine amide MBHA (loading: 0.52mmol/g). Cette résine permet d’obtenir la 
terminaison amide (CO-NH2) en N-terminal. Chaque acide aminé a été préalablement activé 
par traitement avec une solution de HBTU ou HATU, DIEA dans la N-méthyl-2-pyrrolidone 
(NMP). La déprotection du groupement Fmoc a été faite par traitement avec une solution à 
20% (v/v) de pipéridine dans la NMP. L’acétylation a été réalisée par traitement avec une 
solution à 20% (v/v) d’anhydride acétique dans la NMP. Les peptides ont été clivés de la 
résine avec une solution de TFA: triisopropylsilane: H2O (95:2.5:2.5). Après purification, 
nous avons obtenu 14 mg (44%) de P1 et 29 mg (89%) de P2. Ces deux peptides nous ont 
alors servi de référence pour des études comparatives par RMN. 
Dans un second temps, nous avons synthétisé deux autres tripeptides incorporant des 
groupements trifluorométhylés tel que la (2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro) remplaçant l’hydroxyproline 
et (2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro) remplaçant la proline (Figure 6). 
 
Figure 6: Triplets fluorés 
La synthèse de ces deux triplets a été réalisée en phase liquide du fait de 
l’incorporation d’acides aminés non naturels qui nécessite des conditions particulières de 
couplages. La présence de groupements éléctroattracteurs  CF3 induit une faible nucléophilie 
de la fonction amine ainsi qu’un encombrement stérique supérieur ce qui nécessite une 
activation par un chlorure d’acide. De plus, il est important de noter que la synthèse se fait de 
l’extrémité N-terminale vers C-terminale car, une fois acylées, les pseudoprolines 
trifluorométhylées présentent une grande stabilité.38 
Synthèse des pseudoprolines ΨCF3,HPro - La première étape est de synthétiser les 
pseudoprolines, analogues de proline développés par Mutter et al.. La synthèse des 
pseudoprolines trifluorométhylées Ser(ΨCF3,HPro) débute par la condensation d’une sérine 
P3
Ac-Pro-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2
P4
Ac-(2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2
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estérifiée avec l’hydrate du fluoral.39 Deux synthèses ont été réalisées du fait des faibles 
rendements obtenus lors de la première synthèse en série méthylique (ANNEXE 5). Une 
seconde stratégie a été de travailler en série benzylique. Le groupement protecteur Boc est 
utilisé pour améliorer la solubilité de la sérine dans le toluène afin de faciliter l’étape de 
condensation. Il est alors clivé in situ au cours de la réaction. La condensation de la Boc-
sérine ester benzylique sur l’hydrate de trifluoroacétaldéhyde en présence de para-toluène 
sulfonate de pyridinium (PPTS) permet d’obtenir la pseudoproline 1 sous forme d’un mélange 
diastéréoisomérique 81:19 (Schéma 1). 
 
 
Schéma 1: Synthèse de la Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 1 
 
Synthèse du peptide P3- Couplage Pro- ΨCF3,HPro 
Nous avons montré au Laboratoire qu’après un couplage peptidique à partir du mélange 
diastéréoisomérique de pseudoprolines-1, il était possible d’obtenir un seul dipeptide 
incorporant une Ser(ΨCF3,HPro) de configuration (2R,4S) (Schéma 2). En effet, bien que la 
pseudoproline-1a soit majoritaire, lors de la réaction d’acylation, le couplage est rendu 
difficile par la présence des deux groupements ester benzylique et CF3 en trans 
(encombrement de chacune des 2 faces). En revanche, la pseudoproline-1b, elle, n’a qu’une 
seule face d’encombrée, ce qui facilite l’approche du chlorure d’acyle et qui favorise la 
réaction d’acylation. Par ailleurs, la réaction de couplage se déroulant en absence de base, il y 
a équilibration entre les deux pseudoprolines via un mécanisme d’ouverture-fermeture 
catalysé en milieu acide (libération d’HCl lors de l’acylation). 
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Schéma 2: Couplage peptidique à partir d’un mélange de pseudoproline 1 conduisant à un seul dipeptide 
La synthèse du dipetide Fmoc-Pro-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 2 suit alors le schéma suivant 
(Schéma 3). La Fmoc-L-Pro-Cl est préparée selon la méthode décrite par Babu, par sonication 
en présence d’un large excès de chlorure de thionyle dans le DCM pendant 45 minutes puis 
évaporation.40 
 
Schéma 3: Synthèse du dipeptide Fmoc-Pro-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro) 
La déprotection chimiosélective réalisée par hydrogénolyse en présence de palladium sur 
charbon à pression atmosphérique d’hydrogène est plus simple que celle utilisée en série 
méthylique et le rendement obtenu est plus élevé. De plus, le produit ne nécessite pas d’être 
purifié. 
Synthèse du peptide P3- Couplage Pro- ΨCF3,HPro -Gly 
 L’acide est ensuite couplé avec la glycine amideafin d’obtenir le tripeptide Fmoc-Pro-
(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2. Puis, afin d’obtenir le pseudotétrapetide P3, le groupement 
amine est déprotégé et l’extrémité N-terminale est alors acétylée en présence d’anhydride 
acétique avec un rendement global de 16% sur six étapes (Schéma 4). 
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Schéma 4: Synthèse du pseudotétrapetide Ac-Pro-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 P3 
Synthèse du peptide P4- Acétylation ΨCF3,HPro 
 La première étape consiste à préparer Ac-(2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OBn afin de mimer 
le résidu proline. Contrairement aux réactions de couplage avec des acides aminés classiques, 
les CF3-ΨPro ne s’épimérisent pas en 2C lors des réactions d’acétylation. Ceci peut 
s’expliquer par le faible encombrement stérique de l’anhydride acétique en comparaison avec 
un acide aminé N-protégé activé sous forme de chlorure d’acide.  
Ainsi, le traitement de l’oxazolidine (2S,4S)-1 par de l’anhydride acétique en présence d’une 
quantité catalytique de diiode conduit à l’oxazolidine acétylée correspondante avec un 
rendement de 69% (Schéma 5). 
 
 
Schéma 5: Synthèse de Ac-(2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OH 
 
Synthèse du peptide P4- Couplage de Ac-(2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 
La réaction de couplage avec le second motif CF3-ΨPro, mime de l’hydroxyproline, nécessite 
une activation de l’oxazolidine sous forme de chlorure d’acide. Celui-ci est préparé selon la 
méthode décrite précédemment et est immédiatement engagé dans la réaction de couplage 
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peptidique avec la (2R,4S)- Ser(ΨCF3,HPro)-OBn. Le dipeptide 6 attendu est obtenu avec un 
rendement de 41% (Schéma 6).  
 
Schéma 6: Synthèse du dipeptide 
Synthèse du peptide 4- Couplage de ΨCF3,HPro - ΨCF3,HPro -Gly 
 Le dipeptide 6 est ensuite déprotégé par hydrogénolyse en présence de palladium sur 
charbon à pression atmosphérique d’H2. L’acide correspondant est alors engagé directement 
dans la réaction de couplage peptidique avec la glycine amide en présence de BOP-Cl et de 
triéthylamine. Le tripeptide Ac-(2S,4S)-Ser (ΨCF3,HPro)-(2R,4S)-Ser (ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 P4, 
est ainsi obtenu avec un rendement de 17% (Schéma 7). 
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Schéma 7: Synthèse du pseudotétrapeptide Ac-(2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 P4 
 Nous disposons alors des quatre tripeptides nécessaires pour procéder à des études 
RMN comparatives. 
3.2.2 Caractérisation par RMN 
La triple hélice de collagène nécessite que toutes les liaisons peptidiques soient en trans. Elle 
est par ailleurs stabilisée par une alternance des plissements de cycle pyrrolidine (Xaa-down, 
Yaa-up), et la présence de liaisons hydrogène intramoléculaires. La RMN permet 
d’appréhender ces caractéristiques structurales en solution. Nous avons donc enregistré 
différents types d’expériences (homo et hétéronucléaire) sur les quatre pseudotétrapeptides 
présentés dans la partie précédente et représenté sur la Figure 7. 
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P3: R1,R2=CH2, R3=(R)C-CF3, R4=O
P4: R1=(S)C-CF3, R2,R4=O, R3=(R)C-CF31
2
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Figure 7: Schéma général des tripeptides 
Attribution - Pour chaque peptide, différents conformères en échange ont été identifiés 
et quantifiés. Les attributions 1H et 13C ont été obtenues grâce à l’enregistrement des 
expériences TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY), NOESY (Nuclear Overhauser Effect 
SpectroscopY) ou ROESY (Rotating-frame nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), et 
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).  
L’expérience TOCSY permet d’observer des corrélations entre l’ensemble des protons qui 
appartiennent au même système de spins, via des relais 3J ou 2J. Des protons séparés par plus 
de 5 liaisons peuvent être corrélées, tant que le système de spin n’est pas interrompu par un 
hétéroatome ou un carbone quaternaire. Cette expérience nous a permis d’identifier les 
différents systèmes de spins correspondant aux prolines et/ou à ses analogues (Figure 8).  
 
 
Figure 8: Isomérie cis-trans du peptide P1 et spectre TOCSY enregistré à 500MHz, 10mM, 25°C, D2O 
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On observe 4 systèmes de spins différents correspondant à des résidus Proline. L’analyse du 
spectre NOESY33 (Figure 9), qui reflète les proximités spatiales entre noyaux (couplage 
dipolaire), permet d’obtenir l’attribution séquentielle X-Y grâce aux corrélations HαX-HδY. Il 
montre également qu’une isomérisation a lieu au niveau de la première liaison peptidique Ac-
Pro, et permet l’attribution des formes cis (minoritaire) et trans (majoritaire). Dans un régime 
d’échange lent, chaque proline est alors dédoublée, 2 correspondent à l’isomère trans et 2 
pour l’isomère cis, (représentées en vert et en orange respectivement). On observe une plus 
grande différence de déplacement chimique pour les prolines X car elles sont les plus proches 
de l’isomérie cis-trans. Une quantification a été faite par une analyse conjointe des spectres 
HSQC et des spectres NOESY. L’expérience HSQC est une expérience hétéronucléaire qui 
permet de relier le carbone à ses protons, elle permet de mettre en évidence les protons 
diastéréotopes, mais aussi, grâce à la grande dispersion des fréquences dans la dimension 13C, 
de différencier les différents protons superposés en 1D.  
Etude des populations cis-trans – Nous avons enregistré des spectres NOESY de nos 
quatres tripeptides en solution dans le D2O.  En présence d’une liaison cis, nous avons pu 
observer un pic de corrélation entre le Hαi (ou CH3,Ac)-Hαi+1 et en présence d’une liaison trans, 
nous avons pu observer une corrélation entre  Hαi (ou CH3,Ac)-Hδi+1 (Figure 9).  
 
Figure 9: Spectre NOESY41 enregistré sur le composé P2, 500MHz, 10mM, 25°C, D2O 
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Chaque tripeptide possède 3 liaisons peptidiques, il y aurait donc a priori 32 conformations 
possibles par peptides. Or, nous n’observons que deux conformères. En effet, la liaison 
peptidique qui porte le numéro 3 (Figure 7), est uniquement en trans, ce qui correspond aux 
observations faites pour la quasi-totalité des liaisons peptidiques Xaa-NonPro ( donnant les % 
de cis de 0.06%).3 En outre, la barrière d’énergie de l’isomérisation cis-trans pour un 
enchaînement Xaa-NonPro est de l’ordre de quelques kCal/mol, beaucoup plus basse que 
celle mesurée pour Xaa-Pro, ce qui conduit à l’impossibilité d’isoler la forme cis Xaa-Gly 
ultra-minoritaire (cas de l’échange rapide). Ainsi, nous n’avons que 4 conformations du 
squelette accessibles pour l’ensemble de nos peptides, définies par les isoméries des liaisons 1 
et 2 (Figure 7). Celles-ci sont reportées dans le Tableau 3. La quantification des différentes 
populations a été réalisée par intégration des signaux spécifiques sur le spectre HSQC. 
 
Tableau 3: Populations cis-trans exprimées en % 
Les peptides P1 et P2 possèdent uniquement une isomérie sur la première liaison peptidique 
et adoptent très majoritairement la conformation trans-trans,  requise pour la stabilisation de 
la triple hélice. La présence d’une population cis-trans est probablement surestimée car il ne 
s’agit pas d’une réelle liaison peptidique en première position mais d’un mime, le groupement 
acétyle étant moins encombré qu’un acide aminé. 
Pour les peptides P3 et P4, nous observons cette même isomérie de la liaison 1 et dans les 
mêmes proportions, mais il y a également une isomérie au niveau de la liaison peptidique 2. 
La substitution du carbone 5Cδ est en effet à l’origine de ce comportement car il déstabilise 
sensiblement la forme trans de la liaison Pro/Ψpro-ΨPro par encombrement stérique. 
Cependant, cette gêne reste limitée en comparaison avec le groupe isopropyle qui est 
considéré comme isostère du trifluorométyle.9,18-21,32,42 Nous avons pu étudier plus en détail la 
barrière d’énergie nécessaire pour passer d’une forme à une autre. 
Peptide 
Ac-----Xaa-----Yaa-----Gly-NH2 
(1)
cis-(2)trans (1)trans-(2)trans (1)trans-(2)cis (1)cis-(2)cis 
P1 20 80 0 0 
P2 20 80 0 0 
P3 5 50 40 5 
P4 10 65 20 5 
1 2 3 
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Etude de la barrière d’énergie – La barrière d’énergie reliant la forme cis à la forme 
trans est d’environ 20 kcal.mol-1 dans le cas d’une liaison peptidique impliquant une proline. 
C’est une étape limitante lors de la formation de la triple hélice de collagène.1 La mesure de 
cette barrière d’énergie peut être déterminée par RMN en réalisant une étude en température. 
En effet, lorsque l’on augmente la température l’interconversion entre les deux conformères 
est accélérée, ce qui se traduit par un changement du régime d’échange, de lent vers 
intermédiaire, puis de intermédiaire à rapide. Deux jeux de résonances distinctes sont 
observés pour un régime d’échange lent (le cas de nos peptides à température ambiante), les 
raies s’élargissent à mesure que la température est augmentée (pouvant même disparaitre en 
raison d’une largeur de raie très importante : échange intermédiaire) et elles coalescent enfin à 
une température caractéristique marquant l’entrée dans un régime d’échange rapide 
(température de coalescence). Les résonances observées à cette température correspondent à 
la moyenne des déplacements chimiques des deux formes en échange. Il y a autant de 
températures de coalescence que de signaux en RMN 1H. La température de coalescence est 
reliée à l’énergie d’activation grâce à l’équation d’Erying:43  
 =

ℎ

	


 
Où  correspond à l’énergie d’activation moyenne, h est la constante de Planck, R 
correspond à la constante universelle des gaz parfaits et kav, la constante de vitesse moyenne. 
En utilisant les deux relations : 
 
 = 1 + ∆ ×      = 1 − ∆ ×     
 
et                   =
∗ 
√"
 
 
où kc-t correspond à la constante de vitesse du passage de la forme cis vers la forme trans, kt-c 
correspond à la constante de vitesse du passage de la forme trans vers la forme cis, Δυ 
correspond à la différence de déplacements chimiques en Hz et Δp correspond à la différence 
de population entre les formes cis et trans. 
il est possible de calculer 

 = #[23.760 + ln 


] 
et  

 = #[23.760 + ln 


] 
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Ainsi, nous pouvons calculer les énergies d’activation   et   en mesurant la 
température de coalescence des différents signaux et en calculant les ratio c/t. Pour les 
peptides P1 et P2, la barrière d’énergie pour passer d’une forme à l’autre est supérieure à 
75°C et il est alors impossible de déterminer la température de coalescence avec notre 
spectromètre RMN équipé d’une cryosonde. Pour les peptides P3 et P4, les barrières 
d’énergies ont pu être calculées. Les valeurs trouvées sont répertoriées dans le Tableau 4. 
 
Peptide Groupements Population δ (ppm) Tc (K) kc-t ou kt-c ΔG (kcal/mol) Moyenne  (kcal/mol) 
P3 
(t)Acétyl 0,52 2,10 
308 
14,70 16,39 


= 16.19 


= 16.14 
(c)Acétyl 0,48 2,09 16,17 16,33 
(t)Hδ 0,51 6,34 
338 
314,44 15,99 
(c)Hδ 0,49 6,05 327,54   15,96 
(t)NH 0,53 8,61 
318 
494,55 14,72 
(c)NH 0,47 9,08  549,50  14,65 
P4 
(t)Acétyl 0,79 2,24 
318 
18,82 16,78 


 = 16,54 


 = 15,80 
(c)Acétyl 0,21 2,28 70,04 15,95 
(t)Hδ 0,74 6,13 
318 
40,92 16,29 
(c)Hδ 0,26 6,20 114,58 15,64 
Tableau 4: Détermination des barrières d'énergie pour les peptides 3 et 4 
Les constantes de vitesses calculées à partir des résonances amides sont éloignées de celles 
obtenues pour les autres types protons. Cela est directement lié à la dépendance en 
température des déplacements chimiques. Les valeurs ∆ν ont été ici déterminées à 298K, soit 
20°C en dessous le leur température de coalescence et cet écart en fréquence pourrait être 
différent à 318K ce qui fausse cette estimation. Les dérives en température des autres protons 
sont en revanche négligées. Ces résultats nous montrent que la barrière d’énergie est réduite 
d’environ 4 kcal/mol par rapport aux valeurs correspondantes déterminées sur les résidus 
proline.35 Les effets électroniques combinés des pseudoprolines trifluorométhylées et des 
motifs pseudoprolines expliquent cet abaissement de la barrière d’isomérisation. Ces résultats 
sont très intéressants pour la stabilisation de la triple hélice qui exige la présence de liaisons 
peptidiques uniquement en trans. En effet, malgré une proportion de liaisons peptidiques cis 
supérieure, les motifs Ψpro-ΨPro-Gly permettront une interconversion c-t beaucoup plus 
rapide que le triplet Pro-Hyp-Gly. Comme nous le verrons ci-après, la présence non 
négligeable à l’équilibre des conformères Ψpro-ΨPro cis peut être reliée à l’établissement 
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d’une liaison hydrogène au sein de ces courts tripeptides. Celle-ci implique le proton amide de 
la glycine, qui ne sera pas disponible dans l’agencement en triple hélice.  
Liaisons hydrogènes - La présence de liaisons hydrogènes intramoléculaires et/ou 
intermoléculaires peut être mise en évidence par RMN grâce au calcul du coefficient de 
température.  Il est défini par la pente de la courbe ./0= f(T), appelée coefficient de 
température 
123
4
. La présence de liaisons hydrogènes est caractérisée par  123
4
 > -6ppb/K 
(Figure 10).44 
 
Figure 10: Mesure des coefficients de température pour les 2 conformères principaux de P4, 500MHz, 10mM, D2O 
L’étude a été réalisée sur chaque tripeptide en enregistrant des expériences 1D-1H à 
différentes températures. Les valeurs ont été calculées pour le seul proton amide présent, 
positionné sur la glycine terminale, pour les conformères trans-trans et, le cas échéant, trans-
cis. Les résultats sont présentés dans le Tableau 5. 
 
P1 P2 P3 P4 
Isomère trans-trans trans-cis trans-trans trans-cis trans-trans trans-cis trans-trans trans-cis 
5678
59
 
(ppb/K) 
-9,74 X -10,35 X -11,48 -4,69 -10,3 -4,06 
Tableau 5: Calculs des coefficients de température sur les quatre tripeptides 
On remarque la présence de liaisons hydrogène intramoléculaires entre le NH de la glycine et 
le carbonyle du groupement acétyle en position N-terminal pour les peptides P3 et P4. Elle est 
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présente seulement pour les conformères trans-cis, cette liaison hydrogène pourrait alors 
expliquer la stabilisation de cet isomère à hauteur de 40% et 20% pour les peptide P3 et P4, 
respectivement. Pour conclure, la taille du groupement CF3-pseudoproline stabilise la liaison 
peptidique cis du fait de son encombrement stérique mais également par la promotion de 
l’établissement d’une liaison hydrogène. En effet, de nombreuses études ont montré que la 
conformation de la liaison peptidique était en lien étroit avec le plissement du cycle 
pyrrolidine.17,34 La rigidification du cycle pyrrolidine apportée par le groupe trifluorométhyle 
dans les composés 3 et 4 permettrait à la liaison hydrogène de s’établir plus aisément que dans 
les composés 1 et 2. 
Les plissements de cycle – Les plissements de cycle ont pu être inspectés par RMN en 
mesurant les constantes de couplage 3JHβHα. En effet, lorsque les constantes de couplage 
3JHβ2Hα ≈ 3JHβ3Hα nous sommes en présence d’un plissement de cycle up (χ1≈-25) et dans le cas 
où 3JHβ2Hα < 3JHβ3Hα nous sommes en présence d’un plissement de cycle down (χ1≈25). La 
représentation de Newman (Figure 11) permet de mettre en évidence ces différences de 
constantes de couplage. En effet, on peut voir que la constante de couplage 3JHβ2Hα est faible 
dans le cas d’un plissement de cycle down car l’angle dièdre est d’environ 90° alors que dans 
le cas d’un plissement de cycle up, 3JHβ2Hα ≈ 3JHβ3Hα . 
 
Figure 11: Représentation de Newman des plissements de cycle pyrrolidine 
 
La mesure des constantes de couplage peut être effectuée sur le spectre 1H ou, si des 
recouvrements de résonances ne permettent pas cette analyse simple, sur le spectre CH2-
TROSY. Sur le spectre 1D-1H, la multiplicité du Hα est un doublet de doublet lorsque le 
plissement de cycle est down alors que le même Hα apparait sous forme de triplet lorsque que 
le plissement de cycle est up (Figure 12).  
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Figure 12: Spectre 1H des 4 peptides centré sur la zone des Hα des prolines, 500MHz, 10mM, D2O 
 
Grace à ces expériences simples, nous pouvons déduire les plissements de cycle majoritaires. 
De manière plus fine, les mesures de couplage peuvent être effectuées avec une excellente 
précision grâce à l’utilisation de l’expérience CH2-TROSY. On visualise bien pour les 
exemples présentés que la quantification exacte est difficile pour les peptides P3 et P4. Le 
triplet observé pour P2 fait également apparaitre deux constantes de couplage voisines mais 
non identiques puisque la raie centrale du triplet apparait élargie. Les conformères 
minoritaires sont également difficiles à analyser sur l’unique base des spectres 1D. 
L’expérience CH2-TROSY45 permet de supprimer le couplage 2JHβ2Hβ3 qui prédomine et 
masque les couplages 3JHβHα (cf. chapitre 1). La Figure 13 montre le gain de résolution entre 
un spectre hétéronucléaire 1H-13C HSQC (en noir) et un spectre CH2-TROSY (en bleu). On 
observe le décalage en fréquence du spectre CH2-TROSY par rapport au spectre HSQC, dû à 
la sélection de la corrélation la plus fine. A la différence du spectre 1H, nous déduisons les 
constantes de couplage à partir des protons Hβ. 
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Figure 13: Spectres de corrélations 1H-13C centrés sur la glycine du conformère P4 majoritaire. Spectre HSQC en 
noir, spectre CH2-TROSY en bleu. P4, 10mM, 500MHz, D2O 
A partir de ces expériences, nous avons pu mesurer les constantes de couplage 3JHβHα sur les 
Hβ de chaque cycle pyrrolidine et quantifier les populations de up et down (Tableau 6). La 
quantification a été faite grâce aux constantes de couplage théoriques obtenues par des calculs 
quantiques sur des prolines et des pseudoprolines. Ces calculs différencient les constantes de 
couplages suivant le plissement de cycle mais également la conformation de la liaison 
peptidique (cf. Partie expérimentale §B p198).33 
Tableau 6: Analyse des populations up et down pour chacun des peptides étudiés. ov (overlap) correspond à un 
chevauchement des signaux empêchant la détermination du puckering. u/d signifie qu’aucun plissement largement 
majoritaire ne ressort de l’analyse des couplages 
Peptide 
Ac-Xaa-Yaa-Gly-NH
2
 
cis-trans trans-trans trans-cis cis-cis 
P1 
Puckering majoritaire 
(c)
d - 
(t)
u/d 
(t)
u/d - 
(t)
u/d - - 
% down (liaison 1 | liaison 2) 88 37 57 45 - - 
P2 
Puckering majoritaire 
(c)
d - 
(t)
u 
(t)
u/d - 
(t)
u - - 
% down (liaison 1 | liaison 2) 88 ov 60 7 - - 
P3 
Puckering majoritaire - 
(t)
u - 
(t)
u 
(t)
u - 
(c)
d - 
% down (liaison 1 | liaison 2) - 28 5 15 70 - 
P4 
Puckering majoritaire - 
(t)
d - 
(t)
u 
(t)
d - 
(c)
u - 
% down (liaison 1 | liaison 2) - 85 10 92 60 - 
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On remarque que la présence d’une hydroxyproline (P2) à la place d’une proline (P1) 
stabilise le plissement de cycle up. Le peptide P2 correspond au triplet le plus commun dans 
la triple hélice de collagène, on retrouve bien l’alternance de plissement de cycle down-up, 
bien que la proline ne soit que très légèrement favorisée en conformation down. Dans le cas 
de P3, l’hydroxyproline a été remplacée par une (2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro), qui d’après les 
études précédentes semblait être un bon mime de celle-ci (cf. §3.2.2). Il est intéressant de 
noter que les plissements de cycle des motifs ΨPro sont inversés lorsque la liaison peptidique 
précédente change de géométrie. Entre le conformère trans-trans et le conformère trans-cis, 
on observe un changement de 95% à 30% de up pour le peptide P3 et de 90% à 40% pour le 
peptide P4. P4 possède une (2R,4R)-Ser(ΨCF3,HPro) à la place de la proline et une (2R,4S)-
Ser(ΨCF3,HPro) à la place de l’hydroxyproline, ces mutations favorisent fortement les 
plissements de cycle requis pour la stabilisation de la triple hélice, down à 85% puis up à 
90%, il apparait alors comme le meilleur candidat mime de la triple hélice de collagène.  
Ces études structurales ont permis de confirmer l’intérêt des pseudoprolines fluorées 
dans la conception de nouveaux CMP. La stabilisation de la conformation up en position Yaa 
a été démontrée pour les peptides P3 et P4. L’alternance de plissement de cycle down-up est 
parfaitement respectée pour le peptide P4 ce qui devrait stabiliser la structure en triple hélice 
de collagène. La synthèse de peptides plus longs incorporant ces triplets a donc été effectuée 
en vue d’étudier leur influence sur la stabilité de la triple hélice. 
 
3.3. Etudes de peptides fluorés 
La question posée ici est : le comportement de peptides contenant les motifs fluorés va-t-il 
être le reflet des études réalisées sur les pseudotétrapeptides ? 
3.3.1 Synthèse  
La stratégie adoptée pour répondre à cette question a consisté en la synthèse de trois peptides 
incorporant un motif Pro-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly (PѰPG) ou (2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-
(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly (ѰPѰPG) à des positions stratégiques (Figure 14).  
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Figure 14 : Peptides incorporant des motifs ΨCF3,HPro  
Synthèse avec PѰPG – Pour des raisons méthodologiques, nous avons commencé par 
la synthèse des peptides incorporant le triplet PѰPG. Ce triplet, protégé en N-terminal, qui 
n’est autre que le composé P3, a été synthétisé en grande quantité afin d’être incorporé en 
blocs lors de la synthèse. Le motif (2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro) étant entouré de part et d’autre par 
la proline et la glycine, respectivement, évite l’épimérisation en 2C
 
de la CF3ѰPro. La 
synthèse a été réalisée à l’aide d’un synthétiseur automatique et est détaillée en partie 
expérimentale (cf. §C p.199). Chaque peptide a été obtenu avec des rendements d’environ 
20%.  
Synthèse avec GѰPѰP – Cette synthèse s’est avérée plus compliquée car 
l’incorporation du triplet Fmoc-ѰPѰPG présente deux difficultés : la nécessité d’utiliser un 
acide aminé activé sous forme de chlorure d’acide (incompatible avec la SPPS) pour palier la 
faible nucléophilie de la ѰP et l’épimérisation du centre 2C (cf. §3.2.1). Afin de contourner 
ces difficultés, nous avons envisagé une stratégie consistant en la synthèse du bloc GѰPѰP en 
partant du N-terminal vers le C-terminal. La principale difficulté est le couplage peptidique 
entre GѰP et ѰP, ce couplage nécessite l’activation du dipeptide sous forme de chlorure 
d’acide. 
Synthèse avec GѰPѰP - Acylation de la pseudoproline 1a  
Plusieurs conditions réactionnelles ont été testées (et sont détaillées en ANNEXE 6). 
L’addition de bromure de bromoacétyle sur la pseudoproline 1a à 0°C sans solvant conduit au 
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produit d’acylation 7 attendu avec un rendement corrigé de 81% (Schéma 8). Le produit 
d’épimérisation est observé à l’état de trace et est séparé lors de la purification par 
chromatographie. L’oxazolidine 1a de départ, qui n’a pas réagi, est protonnée, et précipite 
dans le milieu réactionnel. Celle-ci est alors récupérée par simple filtration puis régénérée par 
traitement basique avec une solution saturée en NaHCO3.  
 
Schéma 8: Synthèse de l’oxazolidine bromoacétylée 7 
Synthèse avec GѰPѰP - Synthèse du dipeptide 9  
La première étape est d’élaborer un résidu glycine en substituant le brome par une amine. 
Pour ce faire, une réaction de substitution de l’azoture de sodium sur le produit 7 est effectuée 
à température ambiante et l’azide 8 est obtenu avec un rendement de 83%. Un suivi de la 
réaction par RMN du 19F s’avère ici particulièrement utile, les composés 7 et 8 étant peu 
séparables par CCM. La fonction amine est ensuite générée de façon concomitante avec la 
déprotection de l’acide par hydrogénolyse de l’azide 8 en présence d’une quantité catalytique 
de palladium sur charbon (Schéma 9). 
 
Schéma 9: Synthèse du dipeptide 9 
Synthèse avec GѰPѰP  - Synthèse du tripeptide 11  
Dans un premier temps, la fonction amine est protégée par un groupement Fmoc de façon 
classique par traitement du dipeptide 6 par du Fmoc-OSu en présence de carbonate de sodium 
dans un mélange dioxane/eau. Puis la pseudoproline 1b est ajoutée au dipeptide 9. L’étape la 
plus délicate est alors maitrisée grâce à une double approche : activation du dipeptide à l’aide 
d’un chlorure d’acide et activation de l’amine secondaire par le chlorure de triméthylsilyle 
(TMS-Cl) en présence de zinc (Schéma 10). L’amine silylée est alors engagée dans la réaction 
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de couplage peptidique en présence du dipeptide activé sous forme de chlorure d’acyle. Cela 
conduit au tripeptide protégé 11 attendu avec un rendement satisfaisant de 42%.  
 
Schéma 10: Synthèse du tripeptide protégé 11 avec activation de l’amine 
 
Synthèse avec GѰPѰP - Déprotection finale pour la préparation du tripeptide 9  
La déprotection de l’acide, par hydrogénolyse de l’ester benzylique sous atmosphère 
d’hydrogène et en présence d’une quantité catalytique de palladium sur charbon est réalisée. 
Cette étape nécessite un suivi de la réaction en temps réel par CCM en raison de la possibilité 
de déprotection de l’amine (Schéma 11). 
 
Schéma 11: Déprotection finale pour l'obtention du tripeptide 12 
Synthèse avec GѰPѰP – Le GѰPѰP étant prêt, il a ensuite été engagé dans la synthèse par 
blocs sur le synthétiseur automatique par activation aux micro-ondes (§C p.199). Le 
chromatogramme montre la présence de deux peptides de masse équivalente correspondant à 
la moitié de la masse attendue pour le peptide (POG)3-[(2S,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R,4S)-
Ser(ΨCF3,HPro)-Gly]-(POG)3. Nous avons pensé dans un premier temps que l’utilisation des 
micro-ondes et du mélange DIC/Oxyma pur pouvait être responsable de cet échec. Nous 
avons relancé une synthèse sur phase solide automatisée mais en réalisant l’incorporation du 
tripeptide 12 par double couplage manuel en présence de HATU et de DIEA. Cet essai n’a pas 
non plus permis d’obtenir le CMP souhaité. L’hypothèse la plus probable serait que la liaison 
amide entre les deux pseudoprolines soit sensible aux conditions acides du clivage de la 
résine. Cela expliquerait la présence des deux fragments de masses proches sur le 
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chromatogramme. L’alternative maintenant est l’utilisation d’une résine de type 2-
chlorotrityle qui permettrait un clivage dans des conditions plus douces. 
Nous disposons alors de trois peptides incorporant  le triplet PѰPG:  
- CMPF01= (POG)3- PѰPG-(POG)3,  
- CMPF02= (POG)2-(PѰPG)3-(POG)2   
- CMPF03= (POG)-(PѰPG)-(POG) -(PѰPG)-
 
(POG)-(PѰPG)-(POG)  
3.3.2 Analyse structurale 
Deux types d’analyses ont été réalisés afin de comparer les peptides avec et sans groupements 
CF3 : du dichroïsme circulaire afin de montrer si il y a formation ou non de la triple hélice, et 
le cas échéant, de déterminer sa stabilité, et des expériences de STD afin de mettre en 
évidence une éventuelle agrégation. 
Dichroïsme circulaire – La structure secondaire polyproline II est caractérisée par un 
maximum à 225 nm par dichroïsme circulaire. Des études comparatives ont été menées sur les 
trois peptides contenant du fluor, ainsi que le témoin (POG)7 (Figure 15). 
 
Figure 15: A. Spectre dichroïque des CMPFs et (POG)7, 100µM, 4°C, pH=7 (phosphate),B. Ellipticité à 225 nm en 
fonction de la température pour CMPF01 et (POG)7, 100µM, pH=7 (phosphate)  
Le (POG)7, représenté en rouge sur la Figure 15A, possède un maximum à 225nm significatif 
de sa structuration en PPII. On observe une diminution de ce maximum caractéristique 
lorsque l’on introduit un groupement fluoré puis une absence de celui-ci après l’introduction 
de trois groupements fluorés. Le groupement (2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro) déstabilise donc la 
structure PPII et/ou la triple hélice.  Le CMPF01 comportant une population PPII non nulle, 
une étude en température a été réalisée afin de mettre en évidence la présence d’une 
structuration en triple hélice (Figure 15B). Nous observons, en fonction de la température, une 
A 
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chute décroissante du signal à 225 nm qui est caractéristique des monomères de PPII, sans 
observer d’effet de stabilisation par une triple hélice comme on peut le voir pour le (POG)7. 
Le CMPF01 ne se structure donc pas en triple hélice dans ces conditions. La formation de la 
triple hélice étant dépendante de la concentration, nous avons voulu réaliser des études CD à 
une concentration plus élevée. Nous avons choisi de réaliser des échantillons à 10mM pour 
pouvoir comparer ces résultats aux analyses sur les peptides modèles présentées dans le 
chapitre 1. 
 
Figure 16: A. Spectre dichroïque des CMPFs et (POG)7, 10mM, 4°C, pH=7 (phosphate), B. Ellipticité à 225 nm en 
fonction de la température pour CMPF01 et (POG)7, 10mM, pH=7 (phosphate) 
Le signal dichroïque est normalisé suivant la concentration et la longueur de la cuve. Nous 
observons une similitude entre spectres dichroïques à 4°C pour des échantillons à 100µM et 
10mM, ce qui prouve que la concentration n’influe pas sur la structure secondaire des 
peptides CMPF02, CMPF03, et (POG)7 (Figure 16A.). En revanche, la proportion d’hélice 
PPII parait augmentée pour CMPF01. Pour évaluer si cette structuration était liée à une 
formation de triple hélice, une étude en température a été réalisée sur le CMPF01. A 
c=10mM, nous sommes en présence d’une triple hélice, beaucoup moins stable car sa 
température de fusion est de 13,5°C contre 39,5°C pour (POG)7. 
Nous avons donc montré que l’incorporation de motif (2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro), qui ne 
permet pas de respecter pas la règle d’alternance des plissements de cycle introduite par 
Raines,10,46 déstabilisait effectivement la triple hélice. Les analyses des peptides incorporant le 
motif (2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro) seront déterminantes pour montrer la 
nécessité de cette alternance de plissement de cycle dans la stabilisation de la triple hélice. 
Cependant, leur synthèse n’a pas pu être menée à terme à ce jour. 
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RMN STD – Nous avons voulu évaluer la capacité des peptides fluorés à s’autoassocier, ainsi 
que ce que nous avions observé pour les peptide (POG)n. Nous souhaitions renforcer les 
interactions supramoléculaires grâce à l’incorporation de groupes trifluorométhyles, exposés à 
l’extérieur de la triple hélice. Nous avons donc réalisé des expériences STD (cf. chapitre 1) 
sur le CMPF01. Dans un premier temps, à titre de comparaison nous avons travaillé avec un 
échantillon à 200µM. 
            
Figure 17: Spectre STD de CMPF01 et (POG)7, 200µM, HCl, 20°C 
 
Les expériences enregistrées ne nous ont pas permis de mettre en évidence un signal STD sur 
le CMPF01 contrairement au (POG)7 (Figure 17). Les études STD précédentes nous avaient 
montré que les nanoobjets pouvaient être identifiés par cette technique et étaient en interaction 
avec la triple hélice. Pour CMPF01, nous n’avons pas de triple hélice à cette concentration, 
nous ne pouvons donc pas conclure quant à la présence d’assemblage supramoléculaire dans 
ces conditions. 
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 Conclusions et perspectives 
Nous avons vérifié l’influence de l’ajout d’acides aminés incorporant une ou deux 
prolines trifluorométhylés au sein d’un pseudotétrapeptide. Les préférences 
conformationnelles trouvées correspondent à celles qui avaient été établies pour les acides 
aminés non engagés dans un peptide. On observe néanmoins qu’ils influencent le plissement 
de cycle de l’acide aminé qui le précède. De plus, nous avons observé une augmentation de la 
population cis qui est en partie expliquée par la présence d’une liaison hydrogène entre le NH 
de la glycine et le CO du groupement précédent. Cependant, cette liaison hydrogène ne 
pourrait pas s’établir simultanément avec la liaison hydrogène HNGly-COPro présente dans les 
triples hélices. L’analyse structurale de peptides composés de la répétition de 7 motifs triplets, 
incorporant le motif (2R,4R)-Ser(ΨCF3,HPro) en lieu et place de l’hydroxyproline, nous a 
montré qu’il déstabilisait la triple hélice, ce qui était prévisible en raison du non-respect de 
l’alternance des plissements de cycle.10,46 
Des optimisations de synthèse sont en cours pour achever la synthèse de CMP basés 
sur la répétition du motif Gly-(2S,4R)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R,4R)-Ser(ΨCF3,HPro). A la lumière de 
nos études structurales, ce motif est le plus prometteur pour la synthèse de CMP. L’utilisation  
d’une résine permettant un clivage dans des conditions plus douces va être testée. 
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Partie expérimentale 
Solvants 
Tous les solvants ont été purifiés et séchés par des techniques classiques et distillés avant 
utilisation. Le dichlorométhane a été distillé sur hydrure de calcium sous atmosphère d'argon. 
Chromatographie 
Les plaques CCM sont visualisées sous lumière 254 nm UV et révélées avec une solution 
d'acide phosphomolybdique à 10% dans de l'éthanol ou une solution de KMnO4. Une 
purification par chromatographie sur gel de silice a été effectuée sur Macherey-Nagel 70-230 
mesh ASTM silice. 
Analyse - Synthèse 
Les spectres RMN 1H,  13C et 19F ont été enregistrés sur un JEOL ECX-400 (400 MHz 1H, 
100,5 MHz et 376,2 MHz 13C 19F). Les déplacements chimiques de 1H-RMN sont exprimés en 
parties par million par rapport au tétraméthylsilane (δ = 0) dans CDCI3. Les déplacements 
chimiques de RMN 13C sont exprimés en parties par million en aval du CDCI3 comme 
standard interne (δ = 77,0). Les déplacements chimiques de RMN 19F sont exprimés en parties 
par million en aval à partir de C6F6 comme étalon interne (δ = -164,9). Les données sont 
signalées comme suit : déplacement chimique (δ ppm), la multiplicité (s = singulet, d = 
doublet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet), constante de couplage (Hz). Les spectres infra-
rouge (FT-IR) ont été réalisés sur un Brucker Tensor. Les rotations spécifiques ont été 
mesurées sur un polarimètre JASCO P1010. Les spectres de masse à haute résolution ont été 
obtenus en utilisant une ionisation par électronébulisation en mode positif et un analyseur de 
masse quadripolaire. 
Analyse par RMN- Analyse structurale 
Des spectres 1H NMR et 13C NMR ont été enregistrés sur un spectromètre Bruker Avance III 
500MHz équipée d’une cryosonde. Les déplacements chimiques de 1H-RMN et 13C sont 
exprimés en parties par million par rapport au 4,4-diméthyl-4-silapentane-1-sulfate (δ = 0) 
dans H2O/D2O (90 :10) ou D2O.  Les données sont signalées comme suit: déplacement 
chimique (δ ppm), la multiplicité (s = singulet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, m = 
multiplet), constante de couplage (Hz). Les échantillons (10mM) ont été préparés par 
dissolution du peptide dans 550µl de solvant (1% (v/v) DSS dans D2O:H2O (10:90)). 
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A. Synthèse des peptides P1, P2, P3 et P4 
A1. Synthèse sur support solide 
Réactifs 
Les acides aminés utilisés lors des synthèses sont : Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH et Fmoc-
Hyp(tBu)-OH.  
Procédure générale 
La résine utilisée est de type Fmoc Rink Amide MBHA (loading : 0.52mmol/g). Les 
synthèses sont réalisées sur 0.1mmol. La résine est mise à gonfler avec du CH2Cl2 pendant 5 
min puis dans la NMP pendant 5 min dans une seringue de 5 ml. Ensuite, un test Kaiser est 
réalisé47 afin de vérifier que la résine était bien protégée. Ensuite, on déprotège la résine avec 
une solution de pipéridine/NMP (20 :80) pendant 3 min, puis 5 min et enfin 10 min. Puis la 
résine est lavée avec de la NMP. On vérifie que la résine est bien déprotégée avec le test de 
Kaiser. Puis chaque acide aminé (5éq), excepté l’hydroxyproline (2éq), est solubilisé dans 
4,5éq de HBTU (ou 1.8éq HATU pour l’hydroxyproline) et 1.5 ml de NMP. Ensuite, 10éq de 
DIEA (4éq pour l’hydroxyproline) sont ajoutés à la solution d’acide aminé pour activer la 
fonction acide. Après 3 min, cette solution est ajoutée à la résine dans la seringue. Le 
couplage est réalisé en 30 min (60 min pour les couplages difficiles engageant 
l’hydroxyproline) et vérifier par le test Kaiser. Après couplage la solution est alors lavée avec 
de la NMP (2 fois minimum) puis  on réalise la déprotection. Ce cycle est répété autant de fois 
qu’il y a d’acides aminés à coupler. Il est important de noter que le test Kaiser permet 
seulement de mettre en évidence les amines primaires libres, un autre test est alors réalisé 
pour détecter la présence d’amines secondaires : le test chloranil48. La dernière étape est 
l’acétylation, nous utilisons 1 à 2 ml d’une solution d’anhydride acétique dans la NMP 
(20 :80).  La réaction est laissée pendant 30 min.  Le test au chloranil est réalisé. La résine est 
lavée au CH2Cl2 puis dans le MeOH et enfin séchée au dessiccateur.  Enfin, le peptide est 
clivé de la résine avec 4 ml d’une solution de TFA:TIS:H2O (95 :2.5 :2.5) pendant 2h. 
Ensuite, le TFA est évaporé avec de l’air comprimé puis le peptide est précipité avec de 
l’éther froid (préalablement mis dans un bain de glace). Les peptides, étant petits, ne 
précipitent pas et sont donc dilués dans l’eau puis lyophilisés.  
Caractérisation des produits  
Les réactions ont été suivies par HPLC équipée d’une colonne analytique ACE 5 C18-300 
(200*4,6mm) avec un gradient de 95:5 à 80:20  A/B pour 1 et de 100:0 à 90:10 A/B pour 2 à 
un débit de 1ml/min en 30 min ; éluant A (H2O/TFA 0.1%)  et éluant B (ACN/TFA 0.1%). La 
détection a été effectuée à 220nm. Les peptides ont été purifiés sur une colonne préparative  
Xbridge C18-5µM (19*50mm). Des analyses de spectrométrie de masse ont été effectuées sur 
un instrument doté d’une source d’ionisation MALDI en mode négatif et d’un analyseur à 
temps de vol (TOF).  
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Ac-Pro1-Pro2-Gly-CONH2 (P1) 
 
 
 Résine 
Couplage Glycine 
(30 min) 
Couplage Proline 1 
(30 min) 
Couplage Proline 2 
(30 min) Acétyle 
 Gly DIEA HBTU Pro DIEA HBTU Pro DIEA HBTU 
n (mmol) 0.1 0.5 1 0.45 0.5 1 0.45 0.5 1 0.45  
Equivalent 1 5 10 4.5 5 10 4.5 5 10 4.5  
m 46 196 150 X 170 176 X 170 174 X 170  
V (µl) X X 173 X X 173 X X 173 X 2.103 
 
13.76 mg de poudre blanche correspondant au peptide 1 ont été récupérés après purification 
(R=44%). 
 
  
 
Conformère majoritaire (trans-trans) 
1H NMR (500 MHz, D2O, 298K): 1.93 (m, 1H, Hβ2-Pro1), 1.96 (m, 1H, Hβ2-Pro2), 1.99 (m, 
2H, Hγ-Pro1), 2.07 (m, 2H, Hγ-Pro2), 2.31 (m, 1H, Hβ3-Pro2), 2.35 (m, 1H, Hβ3-Pro1), 3.65 (m, 
2H, Hδ-Pro1), 3.66 (m, 1H, Hδ2-Pro2), 3.84 (m, 1H, Hδ3-Pro2), 3.90 (m, 2H, Hα-Gly), 4.44 (dd, 
J= 5.80, 8.40 Hz, 1H, Hα-Pro2), 4.70 (dd, J= 4.95, 8.75 Hz, 1H, Hα-Pro1); 13C NMR (500 
MHz, H2O:D2O (90:10), 298K): 7.11(s, 1H, H-CONH2), 7.43(s, 1H, H-CONH2), 8.55 (s, 1H, 
NH-Gly); 13C NMR (125.8 MHz, D2O, 298K): 27.0 (CH2, Cγ-Pro1), 27.5 (CH2, Cγ-Pro2), 31.4 
(CH2, Cβ-Pro1), 31.8 (CH2, Cβ-Pro2), 44.9 (CH, Cα-Gly), 50.5 (CH2, Cδ-Pro2), 51.4 (CH2, Cδ-
Pro1), 61.1 (CH, Cα-Pro1), 63.4 (CH, Cα-Pro2) 
 
 
Conditions expérimentales : 
5 à 20 % en ACN en 30 min 
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Conformère minoritaire (trans-cis) 
1H NMR (500 MHz, D2O, 298K): 1.85 (m, 1H, Hγ2-Pro1), 1.96 (m, 1H, Hγ3-Pro1), 1.96 (m, 
1H, Hβ2-Pro2), 2.07 (m, 2H, Hγ-Pro2), 2.12 (m, 1H, Hβ2-Pro1), 2.31 (m, 1H, Hβ3-Pro2), 2.44 
(m, 1H, Hβ3-Pro1), 3.51 (m, 2H, Hδ-Pro1), 3.66 (m, 1H, Hδ2-Pro2), 3.84 (m, 1H, Hδ3-Pro2), 
3.90 (m, 2H, Hα-Gly), 4.49 (dd, J= 6.08, 8.38 Hz, 1H, Hα-Pro2), 4.90 (dd, J= 3.05, 8.95 Hz, 
1H, Hα-Pro1); 1H NMR (500 MHz, H2O:D2O (90:10), 278K): 7.10(s, 1H, H-CONH2), 7.59(s, 
1H, H-CONH2), 8.80 (s, 1H, NH-Gly); 13C NMR (125.8MHz, D2O, 298K): 25.2 (CH2, Cγ-
Pro1), 27.5 (CH2, Cγ-Pro2), 31.8 (CH2, Cβ-Pro2), 32.9 (CH2, Cβ-Pro1), 44.9 (CH, Cα-Gly), 49.9 
(CH2, Cδ-Pro1), 50.5 (CH2, Cδ-Pro2), 62.9 (CH, Cα-Pro1), 63.6 (CH, Cα-Pro2) 
 
Ac-Pro-Hyp-Gly-CONH2 (P2) 
 
 
 
 Résine 
Couplage Glycine 
(30 min) 
Couplage 
Hydroxyproline 
(60min) 
Couplage Proline 
(30 min) Acétyl 
 Gly DIEA HBTU Hyp DIEA HATU Pro DIEA HBTU 
n (mmol) 0.1 0.5 1 0.45 0.2 0.4 0.18 0.5 1 0.45  
Equivalent 1 5 10 4.5 2 4 1.8 5 10 4.5  
m 46 194 146 X 171 82 X 68 159 X 170  
V (µl) X X 173 X X 69 X X 173 X 2.103 
 
29.03 mg de poudre blanche ont été récupérées après purification (R=89%) 
  
 
Conditions expérimentales : 
0 à 10 % en ACN en 30 min 
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Conformère majoritaire (trans-trans) 
1H NMR (500 MHz, D2O, 298K): 1.90 (m, 1H, Hβ2-Pro), 1.99 (m, 1H, Hγ-Pro), 2.10 (m, 1H, 
Hβ2-Hyp), 2.31 (m, 1H, Hβ3-Pro), 2.35 (m, 1H, Hβ3-Hyp), 3.63 (m, 2H, Hδ-Pro), 3.82 (m, 1H, 
Hδ2-Hyp), 3.86 (m, 1H, Hα-Gly), 3.88 (m, 1H, Hδ3-Hyp), 3.95 (m, 1H, Hα-Gly), 4.57 (dd, J= 
7.76, 9.38 Hz, 1H, Hα-Hyp), 4.63 (m, 1H, Hγ-Hyp), 4.70 (dd, J= 4.73, 8.78 Hz, 1H, Hα-Pro); 
1H NMR (500 MHz, H2O:D2O (90:10), 278K): 7.13(s, 1H, H-CONH2), 7.43(s, 1H, H-
CONH2), 8.73 (s, 1H, NH-Gly); 13C NMR (125.8MHz, D2O, 298K): 27.0 (CH2, Cγ-Pro), 31.2 
(CH2, Cβ-Pro), 39.5 (CH2, Cβ-Hyp), 44.9 (CH, Cα-Gly), 51.4 (CH2, Cδ-Pro), 57.9 (CH2, Cδ-
Hyp), 61.1 (CH, Cα-Pro), 62.1 (CH, Cα-Hyp), 72.8 (CH, Cγ-Hyp) 
Conformère minoritaire (trans-cis) 
1H NMR (500 MHz, D2O, 298K): 1.81 (m, 1H, Hγ2-Pro), 1.96 (m, 1H, Hγ3-Pro), 2.08 (m, 1H, 
Hβ2-Pro), 2.1 (m, 1H, Hβ2-Hyp), 2.35 (m, 1H, Hβ3-Hyp), 2.41 (m, 1H, Hβ3-Pro), 3.50 (m, 2H, 
Hδ-Pro), 3.82 (m, 1H, Hδ2-Hyp), 3.86 (m, 1H, Hα-Gly), 3.88 (m, 1H, Hδ3-Hyp), 3.95 (m, 1H, 
Hα-Gly), 4.61 (dd, J= /, / Hz, 1H, Hα-Hyp), 4.63 (m, 1H, Hγ-Hyp), 4.92 (dd, J= 3.05, 8.80 Hz, 
1H, Hα-Pro); 1H NMR (500 MHz, H2O:D2O (90:10), 278K): 7.13(s, 1H, H-CONH2), 7.43(s, 
1H, H-CONH2), 8.73 (s, 1H, NH-Gly); 13C NMR (125.8MHz, D2O, 298K): 25.1 (CH2, Cγ-
Pro), 32.7 (CH2, Cβ-Pro), 39.5 (CH2, Cβ-Hyp), 44.9 (CH, Cα-Gly), 49.8 (CH2, Cδ-Pro), 57.9 
(CH2, Cδ-Hyp), 62.3 (CH, Cα-Hyp), 62.9 (CH, Cα-Pro), 72.8 (CH, Cγ-Hyp),  
 
A2. Synthèse en phase liquide 
 
Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 1 
 
A une solution de chlorhydrate d'ester benzylique de (S)–sérine (1.4 g, 7.2 mmol, 1 equiv) et 
de toluène (24 mL) est ajoutée de l’hémiacétal éthylique de trifluoracétaldéhyde (1.08 g, 7.53 
mmol, 1.05 equiv) et du PPTS (181 mg, 0.72 mmol, 0.1 equiv) à température ambiante. Le 
mélange résultant a été agité à 90°C pendant 1h, puis chauffé au reflux en utilisant un appareil 
de Dean-Stark pendant 3h à 140°C. Le mélange réactionnel a été filtré et évaporé sous 
pression réduite pour donner 1,25 g (63%) d'un mélange de 1a et 1b. 
 
 (S,S)-1: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3.39 (dd, J = 8.2, 7.3 Hz, 1 H, NH), 3.82 (dd, J = 7.8, 
6.4 Hz, 1 H), 4.09 (ddd, J = 7.8, 7.3, 6.4 Hz, 1 H), 4.26  (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 5.07 (dq, J = 8.2, 
5.5 Hz, 1 H), 5.17 (d, J = 11.9 Hz, 1 H), 5.23 (d, J = 11.9 Hz, 1 H), 7.31-7.41 (m, 5H); 13C 
NMR (100.5 MHz, CDCl3) δ  58.6, 67.8, 69.6, 87.7 (q, J = 34.5 Hz), 123.2 (q, J = 283.7 Hz), 
128.4, 128.7, 128.8, 134.7, 171.2; 19F NMR (376.2 MHz, CDCl3) δ – 85.0 (d, J = 5.5 Hz) 
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(R,S)-1: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3.15 (m, 1 H, NH), 4.10–4.20 (m, 3 H), 4.91 (dq, J = 
7.8, 5.0 Hz, 1 H), 5.18 (s, 2 H), 7.34-7.37 (m, 5H);  13C NMR (100.5 MHz, CDCl3) δ  58.8, 
67.5, 68.9, 87.8 (q, J = 34.5 Hz), 122.8 (q, J = 283.7 Hz), 128.4, 128.6, 128.7, 135.0, 170.4; 
19F (376.2 MHz, CDCl3) δ – 84.1 (d, J = 5.2 Hz). 
 
Fmoc-Pro-Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 2 
 
A une solution de Fmoc-L-proline (675 mg, 2 mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométhane 
(11 ml), nous avons ajouté du chlorure de thionyle (2 ml, 26 mmol, 13 équiv). Le mélange 
résultant a été traité par ultrasons pendant 45 min. Le solvant a été évaporé et la Fmoc-Pro-Cl 
correspondante (1.1 équivalents) a été solubilisée dans du dichlorométhane (8 ml). Le 
mélange des oxazolidines 1 (500 mg, 1,82 mmol, 1 équivalent) a été ajouté via une canule et 
le mélange résultant a été agité à température ambiante pendant une nuit puis évaporé. Le 
produit brut a été purifié par flash chromatographie (cyclohexane / acétate d'éthyle 80:20) 
pour donner 660 mg (57%) de dipeptide pur Fmoc-Pro-Ser (ΨCF3, HPro) -OBn 2 caractérisé 
comme un isomère trans dans CDCI3 rotation à 300 K : Rf = 0.63 (cyclohexane/ethyl acetate 
60:40); [α]23D -51.9 (c 1.35, CHCl3); IR (neat) 2954, 1741, 1686 cm-1;  1H NMR (500 MHz, 
CDCl3) δ 1.90–2.06 (m, 1 H, Hγ Pro-Ha), 2.1–2.19 (m, 2 H, Hβ Pro-Ha), 2.23–2.33 (m, 1 H, 
Hγ Pro-Hb), 3.51–3.57 (m, 1 H, Hδ Pro-Ha), 3.67–3.73 (m, 1 H, Hδ Pro-Hb), 4.23 (t, J = 7.33 
Hz, 1 H, Fmoc CH), 4.32 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 1 H, Hβ ΨPro-Ha), 4.34 (d, J = 7.1 Hz, 2 H 
Fmoc CH2), 4.36–4.4 (m, 1 H, Hα Pro-H), 4.50 (t, J = 8.5 Hz, 1 H, Hβ ΨPro-Hb), 5.1 (t, J = 
7.8 Hz, 1 H, Hα ΨPro-H), 5.16 (s, 2 H, OBn), 6.21 (q, J = 4.8 Hz, 1 H, Hδ ΨPro-H), 7.29 (s, 5 
H, OBn), 7.32 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.40 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.58 (t, J 
= 9.1 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.76 (d, J = 7.8 Hz, 2 H, Fmoc arom); 13C (100.5 MHz, CDCl3) δ 
24.9 (CH2, Cγ Pro), 27.0, 30.3 (CH2, Cβ Pro), 47.1 (CH2, Cδ Pro), 47.2 (CH, Fmoc CH), 57 
(CH, Cα Pro), 58.5 (CH, Cα ΨPro), 67.7 (CH2, Fmoc CH2), 67.8 (CH2, OBn), 69 (CH2, Cβ 
ΨPro), 85.1 (q, J = 30.7 Hz, CH Cδ ΨPro), 120.1 (2 × CH, Fmoc arom), 125.2 (2 × CH, 
Fmoc arom), 127.1 (2 × CH, Fmoc arom), 127.8 (2 × CH, Fmoc arom), 141.4 (2 × C, Fmoc 
arom), 143.9 (2 × C, Fmoc arom), 155.4 (C, C=O), 168.2 (C, C=O), 172.9 (C, C=O); 19F 
NMR (376.2 MHz, CDCl3) δ – 81.8 (d, J = 4.3 Hz), - 81.5 (d, J = 4.3 Hz), - 85 (d, J = 5.2 Hz). 
 
Fmoc-Pro-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 3 
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Préparation du Fmoc-Pro-Ser(ΨProCF3,H)-OH - A une solution de dipeptide 2 (680 mg, 1,17 
mmol) dans du méthanol (7 ml) a été ajouté du palladium sur charbon 10% (10% p / p, 68 
mg) sous une atmosphère de H2 à température ambiante pendant 1h. Le mélange réactionnel a 
été ensuite filtré sur Büchner, lavé avec du méthanol et évaporé sous pression réduite pour 
donner l'acide correspondant. Le solide a été repris avec du pentane et de l'éther diéthylique a 
été ajouté jusqu'à ce que l'acide précipite. Le solide est ensuite séché pour donner 630 mg 
(quantitatif) de l'acide correspondant utilisé directement sans autre purification. 
Réaction de couplage - A une solution de Fmoc-Pro-Ser (ΨCF3, HPro)-OH (185 mg, 0,367 
mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométhane (33 ml), nous avons ajouté du chlorhydrate 
d'amide de glycine (45 mg, 0,40 mmol, 1,1 équiv), Et3N (0,16 ml, 1,14 mmol, 3,1 équiv). 
Après agitation pendant 10 min à température ambiante, BOP-Cl (117 mg, 0,46 mmol, 1,25 
équivalent) a été ajoutée. Le mélange réactionnel a été agité pendant une nuit à température 
ambiante, puis désactivé avec HCl 1 M. Les phases ont été séparées et la phase aqueuse a été 
extraite avec du dichlorométhane (3 x 30 ml). Les phases organiques combinées ont été lavées 
avec une solution saturée de NaHCO3 aqueux (2 x 10 ml), NaCl (10 ml) puis séchée sur 
MgSO4, filtrée et concentrée sous pression réduite. Une purification par chromatographie 
flash (95:5 de dichlorométhane/méthanol) a donné 70 mg (34%) du tripeptide pur 3 sous 
forme de mélange inséparable d'isomères 69/31 dans CDCl3 à 298 K : Rf = 0.3 
(dichloromethane/methanol 95:5); IR (neat) 3325, 1675 cm-1;  1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 
1.85–2.35 (m, 4 H, 2 × Hγ, 2 × Hβ Pro-H), 3.5–3.77 (m, 2 H, Hδ Pro-H), 3.87–3.95 (m, 2 H, 
Hα Gly-H), 4.19–4.24 (m, 1 H, Fmoc CH), 4.28–4.60 (m, 4 H, Fmoc CH2, Hα Pro-H, Hβ 
ΨPro-Ha), 4.65–4.75 (m , 1 H, Hβ ΨPro-Hb), 4.85–4.95 (m, 1 H, Hα ΨPro-H), 5.5–6.4 (m, 3 
H, Hδ
 
ΨPro-H, NH2 Gly-H), 7.1–7.25 (m, 1 H, NH Gly-H mino), 8.6–8.8 (m, 1 H, NH Gly-H 
majo); 19 F NMR (376.2 MHz, CDCl3) δ – 81.7 and – 81.5. 
 
Ac-Pro-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 P3 
N
O
N
O
F3C
H
N
O
O
NH2
OF3C
α
β
δ
β
δ
α
α
P3
γ
 
Déprotection du groupement Fmoc du tripeptide 3 - A une solution de tripeptide 3 (70 mg, 
0,125 mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométhane (3 ml), a été ajouté de la pipéridine (106 
mg, 1,25 mmol, 10 équiv) à température ambiante. Le mélange résultant a été agité à 
température ambiante pendant 2h et a été évaporé sous pression réduite. Une purification par 
chromatographie sur gel de silice (95:5 de dichlorométhane/méthanol) a donné 40 mg du 
tripeptide correspondant directement utilisé dans l'étape suivante. 
Synthèse du tripeptide Ac-Pro-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 P3 
A une solution de tripeptide Pro-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 (42 mg, 0,125 mmol, 1 
équivalent) dans du dichlorométhane (4,8 ml) a été ajouté de l'anhydride acétique (13 µL, 
0,138 mmol, 1,1 équiv). Le mélange réactionnel a été agité à température ambiante pendant 
1h, puis évaporé sous pression réduite. Le produit brut a été solubilisé dans de l'éther 
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diéthylique, filtré et évaporé sous pression réduite pour donner 48 mg (100%) de Ac-Pro-Ser 
(ΨCF3, HPro)-Gly-NH2 P3 comme un mélange 1:1 trans-trans et trans-cis dans CDCI3 
rotation à 298 K. La présence de conformères minoritaires cis-trans et cis-cis a également été 
observée: Rf  = 0.7 (dichlorométhane/méthanol 90:10); IR (neat) 3300, 2950, 1735, 1678, 
1627 cm-1; HRMS (ESI-TOF) calcd for C14H19F3N4O5Na 403.1205, found: 403.12036. 
Conformère majoritaire (trans-trans) 
 
1H NMR (500 MHz, H2O/D2O 9:1, 298 K) δ 2.01 (Hβ Pro-Ha), 2.014 (Hγ Pro-Ha), 2.144 
(Hγ
 
Pro-Hb), 2.308 (Hβ Pro-Hb), 3.662 (2 H, Hδ Pro-H), 3.938 (d, 2 H, Hα
 
Gly-H), 4.307 (t, J 
= 8.9 Hz, 1 H, Hβ ΨPro-Ha), 4.591 (m, 1 H, Hα Pro-H), 4.641 (m, 3 H, Hβ ΨPro-Hb), 4.869 
(t, J = 8.5 Hz, 1 H, Hα ΨPro-H), 6.341 (dd, J = 5 Hz, 1 H, Hδ ΨPro-H), 7. 228 (d, 1 H, NH2-
Ha), 7.52 (d, 1H, NH2-Hb), 8.722 (s, 1 H, NH); 13C NMR(500 MHz, H2O/D2O 9:1, 298 K) δ 
27.639 (Cγ Pro), 32.527 (Cβ Pro), 44.95 (Cα Gly), 51.396 (Cδ Pro), 61.325 (Cα Pro) 61.843 
(Cα ΨPro), 72.195 (Cβ ΨPro), 87.504 (Cδ ΨPro); 
Conformère minoritaire (trans-cis) 
1H NMR (500 MHz, H2O/D2O 9:1, 298 K) δ 1.965 (m, 1 H, Hβ Pro-Ha), 2.011 (Hγ Pro-Ha), 
2.143 (H γ
 
Pro-Hb), 2.38 (dd, J = 6.5, 1 H, Hβ Pro-Hb
 
), 3.686 (s, 1 H, Hδ
 
Pro-Ha), 3.686 (s, 1 
H, Hδ
 
Pro-Hb), 3.914 (d, 1 H, Hα Gly-H), 4.107 (d, J = 14.2 Hz,  1 H, Hα Gly-H), 4.713 (t, J 
= 7.4 Hz, 1 H , Hα Pro-H) δ 4.52 (t, J = 8.2 Hz, 1 H, Hβ
 
ΨPro-Ha), 4.639 ( m, 1 H, Hβ
 
ΨPro-
Hb), 5.115 (1 H, Hα ΨPro-H), 6.046 (dd, J = 2.9 Hz, 1 H, Hδ ΨPro-H), 7.127 (d, 1 H, NH2 
Gly-Ha), 7.633 (d, 1 H, NH2 Gly-Hb), 9.08 (s, 1 H, NH Gly-H). 13C NMR(500 MHz, 
H2O/D2O 9:1, 298 K)  δ 44.924 (Cα Gly), 27.639 (Cγ Pro), 31.331 (Cβ Pro), 51.396 (Cδ Pro), 
61.955 (Cα Pro) 61.678 (Cα ΨPro), 73.269 (Cβ ΨPro), 87.345 (Cδ ΨPro).  
 
Ac-Ser(ΨCF3,HPro)-OMe 4 
 
Une solution de (2S, 4S)-1a (2 g, 10 mmol, 1 équivalent) et d'iode (255 mg, 1 mmol, 0,1 
équiv) dans de l'anhydride d'acide (9,4 ml, 100 mmol, 10 équivalents) a été agitée à 
température ambiante pendant 24h, suivie par analyse RMN 19F. Par la suite, le 
dichlorométhane (40 ml) a été ajoutée et la phase organique a été lavée avec une solution 
aqueuse 1 M de NaHCO3. La phase aqueuse a été extraite avec du dichlorométhane (3 x 40 
ml) et les extraits organiques combinés ont été séchés sur du MgSO4, filtrés et concentrés sous 
pression réduite. La purification du produit brut par chromatographie flash 
(cyclohexane/acétate d'éthyle 70:30) a donné 1,68 g (69%) d'un mélange inséparable 
d'isomères cis/trans oxazolidine acétylé (2S, 4S)-4 dans CDCI3 à 298 K: huile incolore; Rf = 
0.22 (70:30 cyclohexane/ethyl acetate); [α]D23 –53.8 (c 1.7, CHCl3); IR (neat) 2960, 1749, 
1678, 1384, 1342, 1281, 1206, 1175, 1147, 1118, 943, 844 cm-1; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
(trans) δ 2.21 (s, 3 H), 3.78 (s, 3 H), 4.24 (d, J = 9.6 Hz, 1 H), 4.50 (dd, J = 8.24, 9.6 Hz, 1 H), 
4.55–4.63 (m, 1 H), 5.60 (q, J = 4.6 Hz, 1 H); (cis) δ 2.06 (s, 3 H), 3.85 (s, 3 H), 4.38 (d, J = 
7.8 Hz, 1 H), 4.55–4.65 (m, 2 H), 5.87 (q, J = 4.6 Hz, 1 H); 13C NMR (100.5 MHz, CDCl3) 
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(trans) δ 22.3, 52.7, 58.1, 70.5, 84.8 (q, J = 35.4 Hz), 122.9 (q, J = 287.5 Hz), 168.9, 169.9; 
(cis) δ 22.7, 53.3, 59.0, 72.1, 84.6 (q, J = 34.5 Hz), 122.9 (q, J = 287.5 Hz), 170.0, 170.2; 19F 
NMR (376.2 MHz, CDCl3) (trans) δ –81.7 (d, J = 4.3 Hz) (cis) δ – 81.4 (d, J = 4.3 Hz); MS 
(EI) m/z = 241 [M+], 182 [M+ – CO2Me] (50), 172, 140 (100), 130, 112; HRMS (EI) calcd for 
C8H10F3NO4 241.0562, found 241.0561. 
 
Ac-Ser (ΨCF3,HPro)-OH 5 
 
A une solution de (2S, 4S)-4 (1,61 g, 6,68 mmol, 1 équivalent) dans du THF (38 ml) à 0 ° C, a 
été ajouté une solution aqueuse de LiOH 2M (3,8 ml, 7,34 mmol, 1,1 équiv). Le mélange 
réactionnel a été agité à température ambiante pendant 3 h puis évaporé sous pression réduite. 
De l'éther diéthylique a été ajouté et le mélange réactionnel a été extrait avec de l'eau. Les 
phases aqueuses ont été combinés, traités avec une solution de HCl 1M et le produit a été 
extrait avec 3 x 40 ml d'acétate d'éthyle, séché sur du MgSO4, filtré et évaporé sous pression 
réduite pour donner 1,316 g (86%) (2S, 4S )-5 d’un mélange inséparable d’isomères 
cis/trans.1H NMR (400 MHz, CDCl3) (majo) δ 1.88 (s, 3 H), 4.15 (dd, J = 1.37, 7.8 Hz, 1 H), 
4.34–4.44 (m, 2 H), 5.72 (q, J = 5.0 Hz, 1 H)  (mino) δ 2.03 (s, 3 H), 4.22 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 
1 H), 4.34–4.44 (m, 2 H), 5.82 (q, J = 5.04 Hz, 1 H); 19F NMR (376.2 MHz, CDCl3) (majo) δ 
– 81.2 (d, J = 5.2 Hz), - 81.4 (d, J = 5.2 Hz) (mino) δ – 81.6 (d, J = 4.3 Hz), - 81.4 (d, J = 4.3 
Hz). 
 
Ac- Ser (ΨProCF3,H)- Ser (ΨProCF3,H)-OBn 6 
 
A une solution de (2S, 4S)-5 (450 mg, 1,98 mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométhane (12 
ml) a été ajouté du chlorure de thionyle (1,9 ml, 25,8 mmol, 13 équiv). Le mélange résultant a 
été traité par ultrasons pendant 1h30. Le solvant a été évaporé et le chlorure d’acyle 
correspondant (1,1 équiv) a été solubilisé dans du dichlorométhane (15 ml). L'oxazolidine 1b 
(495 mg, 1,8 mmol, 1 équivalent) a été ajouté via une canule et le mélange résultant a été 
agité à température ambiante pendant une nuit puis évaporé. Le produit brut a été purifié par 
chromatographie flash (cyclohexane/acétate d'éthyle 60:40) pour donner 395 mg (41%) de 
dipeptide pur 6, isomère trans, dans CDCl3 à 300 K : Rf = 0.4 (cyclohexane:ethyl acetate 
60/40) [α]
 D
23
 -46.36 (c 1.25, CHCl3); IR (neat) 2924, 2854, 1736, 1698, 1670 cm-1; 1H NMR 
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(400 MHz, CDCl3, 298 K) δ 2.15 (s, 3 H, Ac), 4.08–4.11 (m, 2 H, Hα ΨPro1-Ha and Hα 
ΨPro2-Ha), 4.33 (d, 2 H, J = 7.79 Hz, Hβ ΨPro1-Ha and Hβ ΨPro2-Ha), 4.51 (d, 2 H, J = 
7.79 Hz, Hβ ΨPro1-Hb and Hβ ΨPro2-Hb), 5.05-5.19 (m, 2 H, Hα ΨPro1-Hb and Hα 
ΨPro2-Hb), 5.16 (s, 2 H, OBn), 5.62 (q, 1 H, J = 5.04 Hz, Hδ ΨPro2-H), 5.96 (q, 1 H, J = 
4.58 Hz, Hδ ΨPro1-H), 7.23-7.38 (m, 5 H, OBn); 13C NMR (100.5 MHz, CDCl3, 298 K) δ 
57.1 (CH, Cα ΨPro1), 57.5 (CH, Cα ΨPro2), 67.8 (CH2, Cβ ΨPro2), 69.1 (CH2, Cβ ΨPro1), 
70.9 (CH2, Cβ ΨPro2), 85.2 (q, CH, J = 18.2 Hz, Cδ ΨPro1), 85.3 (q, CH, J = 19.1 Hz, Cδ 
ΨPro2), 121.4 (q, C, J = 36.2 Hz, CF3), 124.5 (q, C, J = 40.5 Hz, CF3), 128.5 (C, OBn), 134.8 
(C, OBn), 167.8 (C, C=O), 169.5 (C, C=O), 169.7 (C, C=O); 19F NMR (376.5 MHz, CDCl3, 
298 K) δ – 81.9 (d, J = 4.33 Hz, CF3), – 82.1 (d, J = 4.33 Hz, CF3). 
 
Ac-Ser(ΨCF3,HPro)-Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 P4 
 
Déprotection du groupement Bn du  tripeptide 6 - A une solution de dipeptide 6 (355 mg, 0,7 
mmol) dans du méthanol (6 ml), a été ajouté du palladium sur charbon 10% (10% p/p, 36 mg) 
sous une atmosphère de H2 à température ambiante pendant 1h. Le mélange réactionnel a 
ensuite été filtré sur Büchner, lavé avec du méthanol et évaporé sous pression réduite pour 
donner l'acide correspondant. Le solide a été repris avec du pentane. De l'éther diéthylique a 
été ajouté jusqu'à ce que l'acide précipite. Le solide est ensuite séché pour donner 281 mg 
(quantitatif) de l'acide correspondant et a été utilisé sans autre purification. 
Couplage peptidique - A une solution de dipeptide Ac-Ser (ΨCF3, HPro) -Ser (ΨCF3, HPro) 
(280 mg, 0,71 mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométhane (66 ml),  a été ajouté du 
chlorhydrate de l'amide de glycine (86 mg, 0,78 mmol, 1,1 equiv), Et3N (340 uL, 2,4 mmol, 
3,1 équiv). Après agitation pendant 10 min à température ambiante, BOP-Cl (226 mg, 0,89 
mmol, 1,25 équivalent) a été ajouté. Le mélange réactionnel a été agité pendant une nuit à 
température ambiante, puis désactivé avec 1M de HCl. Les phases ont été séparées et la phase 
aqueuse a été extraite avec du dichlorométhane (3 x 30 ml). Les phases organiques combinées 
ont été lavées avec une solution saturée de NaHCO3 aqueux (2 x 10 ml), NaCl (10 ml), puis 
séchées sur du MgSO4, filtrées et concentrées sous pression réduite. La purification par 
chromatographie flash (95:5 de dichlorométhane/méthanol) a donné 54 mg (34%) du 
tripeptide pur P4 sous forme de deux isomères trans-trans et cis-trans (65:20) CDCl3 à 298 
K. La présence d’isomères minoritaires cis-trans et cis-cis a également été observée dans 
CDCI3 à 298 K; Rf= 0.4 (dichloromethane/methanol 90:10); IR (neat) 3320, 2010, 1653 cm-1 ; 
HRMS (ESI-TOF) calcd for C14H16F6N4O6Na 473.0872, found: 473.08615. 
Conformère majoritaire (trans-trans)  
1H NMR (500 MHz, H2O/D2O 9:1, 298 K) δ 3.937 (d, 2 H, Hα Gly-H), 4.419 (Hβ 
ΨPro(2S,4S)-Ha), 4.326 (Hβ ΨPro(2R,4S)-Ha), 4.42 (Hβ ΨPro(2R,4S)-Hb), 4.589 (Hβ 
ΨPro(2S,4S)-Hb), 4.865 (Hα ΨPro(2R,4S)-H), 5.062 (m, 2H, Hα ΨPro(2S,4S)-H), 6.137 (dd, 
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J= 4.85 Hz, 1 H, Hδ ΨPro(2S,4S)-H), 6.349 (dd, J= 4.8 Hz, 1H, Hδ ΨPro(2R,4S)-H), 8.8933 
(t, J= 5.9 Hz, 1 H, NH Gly-H); 13C NMR(500 MHz, H2O/D2O 9:1, 298 K) δ 59.419 (Cα 
ΨPro(2S,4S)), 61.785 (Cα ΨPro(2R,4S)), 72.424 (Cβ ΨPro(2R,4S)), 73.605 (Cβ ΨPro(2S,4S)), 
87.456 (Cδ ΨPro(2S,4S)), 87.456 (Cδ ΨPro(2R,4S)) 
Conformère minoritaire (trans-cis)  
1H NMR (500 MHz, H2O/D2O 9:1, 298 K) δ 4.478 (Hβ ΨPro(2R,4S)-Ha), 4.5 (m, 1 H, Hβ 
ΨPro(2S,4S)-Ha), 4.56 (1H, Hβ ΨPro(2S,4S)-Hb), 4.636 ( m, 1 H, Hβ ΨPro(2R,4S)-Hb), 
5.065 (Hα ΨPro(2S,4S)-H), 5.148 (Hα ΨPro(2R,4S)-H), 8.8116 (t, J= 6 Hz, 1 H, NH Gly-H); 
13C NMR(500 MHz, H2O/D2O 9:1, 298 K) (trans-cis) δ 59.853 (Cα ΨPro(2S,4S)),  61.52 (Cα 
ΨPro(2R,4S)), 73.586 (Cβ ΨPro(2S,4S)), 73.03 (Cβ ΨPro(2R,4S)).  
 
B. Calculs des populations up/down 
Les calculs  des constantes de couplage par des méthodes quantiques sont résumés dans les 
tableaux suivants. Les constantes de couplage JHγ-Hδ permettent également d’avoir accès au 
plissement de cycle. 
Proline cis trans 
up 
Hα H
α
-Hβ2 ( χ1-120) 8,19 8,28 
Hα-Hβ3 (-χ1) 7,22 7,16 
Hδ2 H
γ2-Hδ2 (-χ3) 7,40 7,47 
Hγ3-Hδ2 (120-χ3) 9,65 9,57 
Hδ3 H
γ2
-Hδ3(120+χ3) 0,98 0,98 
 Hγ3-Hδ3 (-χ3) 7,40 7,47 
down 
Hα H
α
-Hβ2 ( χ1-120) 2,38 2,43 
Hα-Hβ3 (χ1) 6,53 6,75 
Hδ2 H
γ2-Hδ2 (χ3) 8,53 8,28 
Hγ3-Hδ2 (120-χ3) 1,12 1,12 
Hδ3 H
γ2
-Hδ3(120+χ3) 9,63 9,94 
 Hγ3-Hδ3 (χ3) 8,53 8,28 
 
Ψ-Proline cis trans 
up Hα H
α
-Hβ2 ( χ1-120) 9,3 9,27 
Hα-Hβ3 (-χ1) 7,17 7,19 
down Hα H
α
-Hβ2 ( χ1-120) 1,37 1,47 
Hα-Hβ3 (χ1) 6,03 6,37 
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Dans le tableau suivant sont reportées les valeurs des constantes de couplages 3JHα-Hβ pour 
chacun des peptides. 
Peptides P1 P2 P3 P4 
Pop. Cycle JHα-Hβ2 JHα-Hβ3 JHα-Hβ2 JHα-Hβ3 JHα-Hβ2 JHα-Hβ3 JHα-Hβ2 JHα-Hβ3 
Maj. X 4,95 8,75 4,73 8,78 6,65 6,65 2,45 7,8 Y 5,80 8,40 7,76 9,38 8,87 9,09 8,56 8,74 
Min. X 3,05 8,95 3,05 8,8 7,43 7,43 2,1 7,61 Y 6,075 8,38 ? ? 3,16 9,03 4,52 7,6 
 
C. Synthèse sur support solide des CMPF 
C1. Synthèse avec le triplet PѰPG 
Les synthèses ont été réalisées en parallèle sur un synthétiseur automatique SyroWave sans 
micro-onde. La résine initialement utilisée était une Fmoc-Gly-CT avec un loading 
0.51mmol/g mais le rendement de synthèse étant faible, nous avons choisi de travailler avec 
une résine Fmoc-Gly-Wang avec un loading 0.36 mmol/g. Nous avons travaillé avec 200mg 
de résine (0.072mmol, 1éq). Les acides aminés et le bloc PѰPG sont solubilisés dans le DMF 
et ajoutés un à un. Chaque acide aminé (4éq) est couplé pendant 40min excepté les prolines, 
sur qui, il est effectué un double couplage (2*4éq, 2*40min). Nous avons remarqué que le 
couplage Pro-Hyp était difficile. Le bloc PѰPG (2éq) est également couplé pendant 40min. 
Une déprotection en deux temps est réalisée, d’abord avec une solution 40%  pipéridine/DMF 
pendant 3min suivi d’une déprotection avec une solution de 20% pipéridine/DMF pendant 15 
min. Le peptide est ensuite clivé de la résine dans les conditions classiques TFA/TIS/H2O 
(95/2.5/2.5) (10mL). 
Chaque peptide a été analysé par UPLC/MS sur Acquity UPLC BEH C18 (1.7micron, 
2.1*50mm) avec un gradient de 90:10 à 50:50  A/B en 5min; Débit 0.6ml/min ; éluant A 
(H2O/TFA 0.1%)  et éluant B (ACN/TFA 0.1%). 
 
CMPF01 
 
 
 
 
 
 
m/z
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
%
0
100
CMPF 01brut strat2 275 (1.413) Cm (262:281) 1: Scan ES+ 
2.02e6972.51
648.85
621.21171.30 572.18466.44227.47 292.27352.52
971.92
923.78649.80 846.57713.12
973.31
974.05
1296.82980.40
1263.461057.95
1943.561887.071505.051416.68 1592.74 1817.111692.420.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00
AU
0.0
2.0e-1
4.0e-1
6.0e-1
8.0e-1
1.0
1.2
1.4
1.6
CMPF 01brut strat2 2: Diode Array 
Range: 1.9771.42
0.50
0.22
CMPF 01brut strat2 1: Scan ES+ 
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CMPF02 
 
 
 
 
 
CMPF03 
 
 
 
 
 
 
Les peptides ont ensuite été purifiés sur colonne préparative X-Bridge C18 (5µM, 
19*50mm)  avec un gradient de 90:10 à 75:25 A/B en 10 min pour CMPF01 et un gradient de 
90:10 à 50:50 A/B en 10 min pour CMPF02 et CMPF03; débit 10ml/min. Le peptide 
CMPF01 a été obtenu avec un rendement de 18% (25mg) et le CMPF02 a été ont été obtenu 
avec un rendement de 33% (48mg) et le CMPF03 n’a pas été purifié entièrement. 
 
 
 
 
 
 
 
 
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00
AU
0.0
2.0e-1
4.0e-1
6.0e-1
8.0e-1
1.0
1.2
CMPF 02brut strat2 2: Diode Array 
Range: 1.5882.20
1.850.38
0.22
1.42 2.77
m/z
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
%
0
100
CMPF 02brut strat2 422 (2.168) Cm (404:438) 1: Scan ES+ 
1.46e61026.41
969.99209.40 493.62227.38 391.56 711.83684.61522.08 901.33777.55
1027.21
1027.96
1055.14 1162.75 1367.831239.67 1519.11 1926.371697.871664.15 1799.58 1968.12
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00
AU
0.0
2.0e-1
4.0e-1
6.0e-1
8.0e-1
1.0
1.2
1.4
CMPF 03brut strat2 2: Diode Array 
Range: 1.7682.00
1.77
1.37
0.35
0.20
m/z
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
%
0
100
CMPF 03brut strat2 386 (1.983) Cm (375:400) 1: Scan ES+ 
2.48e61026.48
684.95171.42
684.35227.51 309.47 454.07 493.62
977.84
921.14685.80 845.10
1027.26
1027.96
1368.281055.64 1296.761196.53 1784.741391.27 1538.42 1688.391645.36 1953.851926.80
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C2. Synthèse avec le triplet ѰPѰPG 
 
Synthèse of the N-Bromoacetyl-(2S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 7 
 
Le bromure de bromo-acétyle (2,08 ml, 24 mmol, 1 équiv.) a été ajouté directement sur 
l'oxazolidine 1a (6,545 g, 1 éq., 23,8 mmol) et agité pendant 90 min sous atmosphère d'argon. 
Le mélange a ensuite été dilué dans du DCM (100 ml) puis filtré, afin de récupérer 2,312 g de 
la matière de départ protonée sous forme d'un solide blanc brut. La phase organique a ensuite 
été lavée avec de la saumure (2 x 200 ml), séchée avec du MgSO4 et filtrée. Après 
évaporation sous pression réduite, l'huile jaune brute a été purifiée par chromatographie flash 
sur gel de silice (95:5 cyclohexane /acétate d'éthyle) pour donner 4,714 g (rendement de 81%, 
avec un taux de conversion de 64%) de N-bromoacétyl oxazolidine 7 sous forme d’un 
mélange d’isomères inséparables  à 50:50 dans CDCI3 ; huile incolore ; IR : 2926, 1744, 1686, 
1377, 1282, 1179, 1149 cm-1 ;1H NMR (400 MHz, CDCl3) : (50:50 mixture of rotational 
isomers) δ (ppm) 3.59 (d, J = 12.0 Hz, 1 H, CH2-Br, Ha isomer 1), 3.69 (d, J = 12.0 Hz, 1 H, 
CH2-Br, Hb isomer 1), 3.89 (d, J = 10.7 Hz, 1 H, CH2-Br, Ha isomer 2), 3.96 (d, J = 10.7 Hz, 
1 H, CH2-Br, Hb isomer 2), 4.19 (m, 1 H, Hβ ΨPro-Ha isomer 1), 4.20-4.52 (m, 2 H, Hβ ΨPro-
Hb isomer 1 and Hβ ΨPro-Ha isomer 2), 4.58 (m, 1 H, Hβ ΨPro-Hb isomer 2), 5.12-5.17 (m, 2 
H, CH2 Bn isomer 1), 5.20-5.24 (m, 2 H, CH2 Bn isomer 2), 5.83 (m, 1 H, Hδ ΨPro-H isomer 
1), 5.88 (m, 1 H, Hδ ΨPro-H isomer 2), 7.32-7.42 (m, 10 H, Bn H arom isomers 1 and 2) ; 13C 
NMR (100.5 MHz, CDCl3): (50:50 mixture of rotational isomers) . (ppm) 25.9 (CH2, CH2-Br 
isomer 1), 26.2 (CH2, CH2-Br isomer 2), 58.4 (CH, Cα ΨPro), 67.6 (CH2, Bn CH2 isomer 1), 
68.3 (CH2, Bn CH2 isomer 1), 70.0 (CH2, Cβ ΨPro isomer 1), 72.1 (CH2, Cβ ΨPro isomer 2), 
83.6-85.6 (2 CH, Cδ ΨPro), 122.6 (q, J = 287.5 Hz, 2 CF3), 128.2-129.2 (10 CH, Bn arom 
isomers 1 and 2), 134.1 (C, Bn arom isomer 1), 134.7 (C, Bn arom isomer 2) 164.4 (C, C=O
 
isomer 1), 166.7 (C, C=O isomer 2), 168.4 (C, C=O isomer 1), 169.3 (C , C=O isomer 2) ; 
RMN 19F (376.2 MHz, CDCl3): (50:50 mixture of rotational isomers) . (ppm) -81.2 (s, CF3, 
isomer 1), -81.4 (s, CF3, isomer 2).; HRMS (ESI-TOF): Calculated for C14H13BrF3NO4Na 
417.9878, found 417.9870. 
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Synthèse de N-azidoacetyl-(2S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 8  
 
L'azoture de sodium (0,780 g, 1,8 équiv. 12 mmol) a été ajouté avec précaution à une solution 
du bromo-4 oxazolidine (2,65 g, 1 équiv. 6,7 mmol) dans du DMF (15 ml) sous atmosphère 
d'argon. La solution a été agitée pendant 3h à température ambiante, avant d'être lavéé avec de 
l'eau (2 x 125 ml), puis extrait avec du  DCM (2 x 125 ml). La phase organique est séchée 
avec du MgSO4 puis filtrée. Après évaporation sous pression réduite, l'huile rouge brute 
résultante a été purifiée par chromatographie flash sur gel de silice (95:5 cyclohexane/acétate 
d'éthyle) pour donner 1,93 g (rendement 83%) du produit 8 sous forme d’un mélange 
d’isomères inséparables 57:43 dans le CDCI3 ; huile incolore ; IR : 2110, 1747, 1689, 1401, 
1186, 1153, 905, 725 cm-1; RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : (57:43 mixture of rotational 
isomers) . (ppm) 3.60-4.70 (m, 8 H, Hβ ΨPro-H and CH2-N3 majo and mino), 4.70-4.74 (m, 2 
H, Hα ΨPro-H majo and mino), 5.20-5.28 (m, 4 H, CH2 Bn majo and mino), 5.68 (m, 1 H, Hδ 
ΨPro-H mino), 5.93 (m, 1 H, Hδ ΨPro-H majo), 7.28-7.54 (m, 10 H, Bn H arom majo and 
mino) ; RMN 13C (100.5 MHz, CDCl3) : (50:50 mixture of rotational isomers) . (ppm) 51.2 
(CH2, CH2-N3 mino), 51.8 (CH2, CH2-N3 majo), 58.1 (CH, Cα ΨPro majo), 58.5 (CH, Cα ΨPro 
mino), 67.9 (CH2, Bn CH2 mino) 68.6 (CH2, Bn CH2 majo), 69.9 (CH2, Cβ  ΨPro mino), 72.3 
(CH2, Cβ  ΨPro majo), 84.0 (CH, Cδ ΨPro mino), 85.2 (CH, Cδ ΨPro majo), 122.7 (q, J = 
287.5 Hz, 2 CF3), 128.2-129.2 (10 CH, Bn arom majo and mino), 134.1 (C, Bn arom majo), 
134.8 (C, Bn arom mino), 166.3 (C, C=O mino), 167.7 (C, C=O majo), 168.6 (C, C=O mino), 
169.2 (C, C=O majo) ; RMN 19F (376.2 MHz, CDCl3) : (57:43 mixture of rotational isomers) 
. (ppm) -81.3 (s, CF3 majo), -81.7 (s, CF3 mino) ; HRMS (ESI-TOF) : Calculated for 
C14H13F3N4O4Na 381.0781, found 381.0781. 
 
 
Synthèse du Fmoc-Gly-(2S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OH 10 
 
Le palladium sur charbon (10% p/p, 76 mg, 0,06 mmol, 0,1 équivalent) a été ajouté à 
une solution de 8 (0.460g, 1 équiv. 0,64 mmol) et de HCl 3M (5 ml) dans du méthanol (10 
ml), sous atmosphère de H2 (4 bars) à température ambiante pendant 4 heures. Le mélange est 
ensuite filtré, rincé avec du méthanol puis évaporé sous pression réduite pour donner le 
produit 9 sous forme de cristaux blancs avec un rendement quantitatif. Le produit brut a été 
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utilisé directement sans purification supplémentaire sous forme de mélange inséparable 
d'isomères 71:29 dans D2O. 
Le dipeptide 9 (2,954 g, 10,6 mmol, 1 équivalent) a été dilué dans de l'eau (50 ml) et 
traité avec du Na2CO3 (2,810 g, 26,5 mmol, 2,5 équiv.). Après dissolution complète des 
solides, la solution a été refroidie à 0 ° C et un mélange de Fmoc-OSu (4,290 g, 12,72 mmol, 
1,2 équiv.) dans du dioxane (85 ml) a été ajoutée goutte à goutte pendant 1 h. On a laissé le 
mélange réactionnel se réchauffer lentement jusqu'à température ambiante et l'agitation est 
poursuivie pendant 15 h. La solution a été ensuite évaporée sous pression réduite afin de se 
débarrasser du dioxane. La solution aqueuse résultante a été lavée avec EtOAc (2 x 200 ml), 
acidifié avec de l'HCl 3M jusqu'à atteindre pH ~ 2, et ensuite extraite avec du EtOAc (2 x 200 
ml). La phase organique a ensuite été séchée avec du MgSO4 et évaporée sous pression 
réduite pour donner le dipeptide brut 10 sous forme de solide blanc brut. Après trituration 
dans le pentane pendant 1 h, le solide blanc résultant a été purifié par chromatographie flash 
sur gel de silice (99:1 dichlorométhane/méthanol) pour donner 3,790 g (73%) de produit pur 
10 ; RMN 1H (400 MHz, MeOD) : . (ppm) 3.98-4.59 (m, 8H), 5.80 (d, 1H, Hδ ΨPro-H), 7.25-7.78 
(m, 8H, Fmoc-H-Arom ); RMN 13C (100.5 MHz, MeOD) : . (ppm) 53.2 (CH2, Cγ −Gly), 56.3 (CH, 
Fmoc), 69.5 (CH, Cα ΨPro), 75.5 (CH2, Fmoc), 83.4 (CH2, Cβ ΨPro), 94.0 (CH, Cδ ΨPro), 133.1 (C, J 
= 283.7 Hz, CF3), 129.9 - 137.4 (CH, Fmoc Arom), 150.9 (Cq, Fmoc arom), 153.5 (Cq, Fmoc arom), 
166.2 (Cq, (C=O)Fmoc), 180.2 (Cq, (C=O)NR2), 182.5 ( Cq, COOH) ; RMN 19F (376.2 MHz, MeOD) : 
. (ppm) -81.2 (s, CF3 mino), -81.3 (s, CF3 majo) 
 
Synthesis of the Fmoc-Gly-(2S)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R)-Ser(ΨCF3,HPro)-OBn 11 
 
Préparation du chlorure d’acyle – Le chlorure de thionyle (0,61 ml, 8,4 mmol, 13 équiv.) a 
été ajouté avec précaution à un mélange de produit 10 (0,3 g, 0,65 mmol, 1 éq.) dans du DCM 
(10 ml) sous atmosphère d'argon. Le mélange réactionnel est soumis à ultrasons pendant 90 
min (37 kHz, 60%, T <30 ° C) avant d'être évaporé sous pression réduite. Puis il est lavé avec 
du pentane et séché sous vide poussé. Le chlorure d'acyle résultant a été utilisé sous forme de 
poudre blanche dans la réaction de couplage sans autre purification. 
Activation de l’amine – Du zinc (42 mg, 0,65 mmol, 1 éq.) a été ajouté à l’oxazolidine 1b 
(180 mg, 0,65 mmol, 1 équiv.) diluée dans du CHCI3 (4 ml) et le mélange a été agité pendant 
10 min avant d'ajouter TMS-Cl (0,084 ml, 0,65 mmol, 1 éq.). Après 15 minutes, le mélange a 
été filtré puis ajouté directement sur la poudre blanche obtenue précédemment sous 
atmosphère d'argon. Après 15 h d'agitation, le mélange a été évaporé sous pression réduite 
avant purification par chromatographie flash sur gel de silice (95:5 cyclohexane/acétate 
d'éthyle) pour donner 350 mg (42%) du produit 11 correspondant à l’isomère trans pur dans 
CDCI3 ; solide blanc ; RMN 1H (400 MHz, CDCl3) : . (ppm) 4.05 (dd, J = 16.8, 4.4 Hz, 1 H, 
Hα Gly-H Ha), 4.10 (dd, J = 16.8, 5.2 Hz, 1 H, Hβ2 ΨPro-Ha), 4.18 (dd, J = 13.2, 5.6 Hz, 1 H, 
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Hα Gly-H Hb), 4.22 (t, J = 5.2 Hz, 1 H, Fmoc CH), 4.35 (m, 3 H, Fmoc CH2-Ha, Hβ1 ΨPro-
Ha and Hβ2 ΨPro-Hb), 4.40 (m, 1 H, Fmoc CH2-Hb), 4.51 (t, J = 7.2 Hz, 1 H, Hβ1 ΨPro-Hb), 
5.08 (t, J = 8.0 Hz, 1 H, Hα1 ΨPro-H),5.12 (d, J = 12.0 Hz, 1H, Bn CH2-Hb), 5.17 (d, J = 12.0 
Hz, 1H, Bn CH2-Hb), 5.43 (t, J = 5.0 Hz, 1 H, NH), 5.71 (q, J = 5.0 Hz, 1 H, Hδ1 ΨPro-H), 
5.92 (q, J = 5.04 Hz, 1 H, Hδ2 ΨPro-H), 7.42-7.27 (m, 8H, CH, Bn arom and Fmoc arom), 
7.58 (d, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.76 (d, J = 7.33 Hz, 2 H, Fmoc arom) ; RMN 13C 
(100.5 MHz, CDCl3) : . (ppm) 43.3 (CH2, Cα Gly), 47.0 (CH, Fmoc CH), 56.9 (CH, Cα1 
ΨPro), 57.8 (CH, Cα2 ΨPro), 67.3 (CH2, Fmoc CH2), 84.8 (2 C, Cδ1 ΨPro and Cδ2 
ΨPro), 120.1 (2 CH, Fmoc arom), 122.5 (q, J = 285.5 Hz, C,
 
CF3),  122.7 ( q, J = 287.4 Hz, C, 
CF3), 125.2 (2 CH, Fmoc arom), 127.2 (2 CH, Fmoc arom), 127.8 (2 CH, Fmoc arom), 128.4 
(2 CH, Bn arom), 128.8 (3 CH, Bn arom),134.78 (C, Bn arom), 141.39 (2 C, Fmoc arom), 
143.8 (2 C, Fmoc), 156.2 (C, C=O), 167.6 (C, C=O), 168.4 (C, C=O), 169.1 (C, C=O) ; RMN 
19F (376.2 MHz, CDCl3) : . (ppm) -81.5 (s, CF3 mino), -81.7 (s, CF3 majo) 
 
Synthesis of the Fmoc-Gly-(2S)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R)-Ser(ΨCF3,HPro)-OH 12 
 
 
Le palladium sur charbon (10% p/p, 50 mg, 0,1 équivalent) a été ajouté à une solution 
de 11 (0.320g, 0,44 mmol, 1 éq.) dans du méthanol (6 ml). L’ensemble est placé sous 
agitation et atmosphère de H2 (1 bar) à la température ambiante pendant 1 heure. Le mélange 
est ensuite filtré, rincé avec du méthanol puis évaporé sous pression réduite. Le solide brut 
résultant a été purifié par chromatographie éclair sur gel de silice blanche (100:0 
dichlorométhane/méthanol) pour donner 200 mg (77%) du produit 12, sous forme de mélange 
de deux diastéréoisomères, caractérisé par spectroscopie de masse ; RMN 1H (400 MHz, 
CDCl3) : . (ppm) 4 - 4.88 (m, 11H), 5.57 (m, 1H,  NH),5.82 (m, 1H, H .1 ΨPro-H), 5.90 (m, 
1H, H .2 ΨPro-H), 7.76 (d, J = 7.79 Hz, 2H, Fmoc arom), 7.55 (d, J = 7.79 Hz, 2H, Fmoc 
arom), 7.42-7.27 (m, 4H, Fmoc arom) ; RMN 19F (376.2 MHz, CDCl3) : . (ppm) 81.67 - 
81.92 (s, CF3 majo), 81.31 - 81.77 (s, CF3 mino) 
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ANNEXE 5 : Synthèse du peptide modèle P3 Ac-Pro-(2R,4S)-
Ser(ΨCF3,HPro)-Gly-NH2 en stratégie ester méthylique 
1. Synthèse 
Synthèse de Ser(ΨCF3,HPro)-OMe 2 - Dans un premier temps, la sérine est protégée sous forme 
d’ester méthylique par traitement d’une solution de chlorure d’acétyle dans du méthanol. La 
fonction amine est ensuite protégée par un groupement tert-butoxycarbonyle 49 par ajout 
d’anhydride de di-tert-butyldicarbonate (Boc2O) en présence de triéthylamine dans le THF 
pour conduire à la Boc-sérine ester méthylique 1 avec un rendement de 52% sur deux étapes 
(Schéma  1). Le groupement protecteur Boc est utilisé pour améliorer la solubilité de la sérine 
dans le toluène afin de faciliter l’étape de condensation. Il est alors clivé in situ au cours de la 
réaction. 
 
Schéma  1: Préparation de la Boc-sérine ester méthylique 1 
 La condensation de la Boc-sérine ester méthylique 1 sur le trifluoroacétaldéhyde hydrate 
en présence de para-toluène sulfonate de pyridinium (PPTS) permet d’obtenir la 
pseudoproline 2 sous forme d’un mélange diastéréoisomérique 84:16 (Schéma 2). Après 
purification par chromatographie, les oxazolidines majoritaires (2S,4S)-2 et minoritaires 
(2R,4S)-2 sont obtenues avec des rendements respectifs de 54% et de 10%.  
 
Schéma  2: Synthèse des pseudoprolines Ser(ΨCF3,HPro)-OMe 2 
 
Synthèse de Fmoc-Pro-(2R,4S)Ser(ΨCF3,HPro)-OH 4- Le couplage est réalisé avec la 
pseudoproline (2R,4S)-2. Cependant, il a été montré que le couplage peptidique à partir d’un 
mélange d’oxazolidines (2R,4S)-2 et (2S,4S)-2 conduisait à l’obtention du seul dipeptide 
incorporant une Ser(ΨCF3,HPro) de configuration (2R,4S), une épimérisation du centre en 2C 
ayant lieu avant la réaction d’amidification. 
 Le couplage de la pseudoproline (2R,4S)-2 avec la Fmoc-L-Pro est effectué sans base 
après activation de la proline sous forme de chlorure d’acide. La Fmoc-L-Pro-Cl est préparée 
selon la méthode décrite par Babu, par « sonication » en présence d’un large excès de chlorure 
de thionyle dans le DCM pendant 45 minutes puis évaporation. Le dipeptide Fmoc-Pro-
(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OMe 3 est ainsi obtenu avec un rendement de 65% (Schéma  3). Lors 
de la purification, il est difficile de séparer parfaitement le dipeptide attendu du Fmoc-Pro-Cl 
qui n’a pas réagi. En effet, les deux composés ont des rapports frontaux quasi identiques. 
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Schéma  3: Synthèse du dipeptide Fmoc-Pro-(2R,4S)-Ser(ΨCF3,HPro)-OMe 3 
 Afin de coupler avec la glycine, le dipeptide 3 est saponifié dans des conditions douces 
afin de ne pas cliver le groupement Fmoc. L’utilisation de soude dans un mélange 
isopropanol/eau en présence de chlorure de calcium conduit à l’acide 4 (Schéma  4).  
A l’issu de la purification, l’acide 4 attendu est obtenu avec un rendement de 86%, en 
mélange avec des traces de Fmoc-Pro-OH, vraisemblablement issu de l’hydrolyse du Fmoc-
Pro-Cl. C’est pour éviter ces difficultés que la synthèse en série benzylique a été réalisée. 
 
Schéma  4: Synthèse de l’acide 4 
 
2. Partie expérimentale 
Boc-L-Ser-OMe 1 
 
A une solution de méthanol (280 ml) à 0°C, nous avons ajouté du chlorure d'acétyle (27,2 ml, 
0,38 mol, 2 équivalents). Le mélange est agité à température ambiante pendant 5 min. Ensuite, 
la L-sérine (20,2 g, 0,19 mol, 1 éq.) est ajouté. Le mélange résultant est agité, chauffé à reflux 
pendant 2 h, refroidi à température ambiante, puis évaporé sous pression réduite. L'ester 
méthylique de serine brut a été dilué dans du THF (412 ml). De la triéthylamine (54 ml, 0,38 
mol, 2 éq.) et du Boc2O (46 g, 0,21 mol, 1,1 éq.) ont été ajoutés successivement à 0°C. Le 
mélange résultant a été chauffé au reflux à 50°C pendant 20 h puis refroidi à 0°C et désactivé 
avec 200 ml d'eau. Le mélange résultant a été agité pendant 30 min. Les phases ont été 
séparées et la phase organique a été extraite avec de l'acétate d'éthyle (3 x 290 ml), lavé avec 
une solution de HCl 0,1 M (2 x 75 ml) et de la saumure (2 x 75 ml). Les phases organiques 
combinées ont été séchées sur MgSO4, filtrées et évaporées sous pression réduite. Le résidu 
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brut a été purifié par chromatographie sur gel de silice (70/30 cyclohexane/acétate d'éthyle) 
pour donner 21,6 g (52%) de (S)-Boc-serine ester de méthyle 1; Rf = 0.16 (60:40 
cyclohexane/acétate d’éthyl ); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.45 (s, 9 H, tBu), 2.36 (t, 1 H, J 
= 5.0 Hz, OH), 3.78 (s, 3 H, OMe), 3.91–3.97 (m, 2 H, Hβ Ser-H), 4.39 (m, 1 H, Hα Ser-H), 
5.47 (d, 1 H, J = 5.5 Hz, NH). 
 
Ser(ΨCF3,HPro)-OMe 2 
 
A une solution de (S)-Boc-sérine ester de méthyle 1 (21 g, 98 mmol, 1 équivalent) dans du 
toluène (50 ml) à température ambiante, nous avons ajouté de l’hydrate de 
trifluoroacétaldéhyde (9,8 ml, 118,5 mmol, 1,2 éq.) et du pyridinium-p-toluènesulfonate 
(PPTS) (5 g, 19,8 mmol, 0,2 éq.). Le mélange résultant a été agité à 90°C pendant 1h puis 
800ml de toluène ont été ajoutés. Le mélange réactionnel a été chauffé au reflux en utilisant 
un appareil de Dean-Stark à 140°C pendant 24 h. Le mélange réactionnel a ensuite été refroidi 
à 0°C, filtré et le toluène a été évaporé sous pression réduite. Le résidu brut a été purifié par 
chromatographie sur gel de silice (90/10 éther de pétrole/acétate d'éthyle) pour donner 10,6 g 
de (2S,4S)-2 (54%) sous forme d'une huile incolore et 1,9 g de (2R,4S)-2 (10%) sous forme 
d'un solide blanc. (2S,4S)-2: huile incolore; Rf =0.31 (80:20 cyclohexane/acétate d’éthyle); 
[α]23D -50.4 (c 4.95, CHCl3); IR (neat) 3338, 2962, 1740,1439, 1287, 1223, 1158, 1131, 665 
cm-1; 1H NMR (600 MHz,CDCl3) δ 3.28 (m, 1 H, NH), 3.79 (s, 3 H,OMe), 3.83 (ddd, J = 7.8, 
6.2, 1.0 Hz, 1 H), 4.02 (dd, J = 7.8, 6.2 Hz, 1 H), 4.23 (t, J = 7.8Hz, 1 H), 5.04 (q, J = 5.7 Hz, 
1 H); 13C NMR (100.5 MHz, CDCl3) δ 52.9, 58.5, 69.7, 87.8 (q, J = 34.5 Hz), 123.2 (q, J = 
283.6 Hz), 171.9; 19F NMR (376.2 MHz, CDCl3) δ -85.0 (dd, J = 5.7, 1.0 Hz); MS(EI) m/z = 
199 [M+], 140 [M+ - CO2Me] (100), 130, 112, 92, 70; HRMS (EI) calcd for C6H8F3NO3 
199.0456, found 199.0457. (2R,4S)-2: solide blanc; mp 65 °C; Rf =0.10 (80:20 cyclohexane/ 
acétate d’éthyle); [α]23D -17.61 (c 4.9, CHCl3); IR (neat) 3309, 1737, 1462, 1285, 1231, 1156, 
1127, 669 cm-1; 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ 3.18 (m, 1 H, NH), 3.71 (s, 3 H,OMe), 4.08 
(ddq, J = 6.5, 6.0, 0.7 Hz, 1 H), 4.11 (t, J = 6.0 Hz, 1 H), 4.15 (ddq, J = 6.5, 6.0, 1.1 Hz, 1 H), 
4.89 (q, J = 5.2 Hz, 1 H); 13C NMR(100.5 MHz, CDCl3) δ 52.6, 58.6, 68.8, 87.6 (q, J = 34.5 
Hz), 122.9 (q, J= 283.6 Hz), 171.1; 19F NMR (376.2 MHz, CDCl3) δ -84.1 (ddd, J = 5.2, 1.1, 
0.7 Hz); MS (EI) m/z = 199 [M+], 140 [M+ - CO2Me] (100), 130, 112, 92, 70; HRMS (EI) 
calcd for C6H8F3NO3 199.0456; found 199.0458. 
 
Fmoc-Pro-Ser(ΨCF3,HPro)-OMe 3 
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A une solution de Fmoc-L-proline (1,16 g, 3,45 mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométhane 
(18 ml) a été ajouté du chlorure de thionyle (5,3 g, 45 mmol, 13 éq.). Le mélange résultant a 
été traité par ultrasons pendant 45min. Le solvant a été évaporé et le Fmoc-Pro-Cl 
correspondant (1.1 éq.) a été solubilisé dans du dichlorométhane (10 ml). L'oxazolidine 
(2R,4S)-2 (625 mg, 3,14 mmol, 1 éq.) a été ajouté via une canule et le mélange résultant a été 
agité à température ambiante pendant une nuit, puis évaporé. Le produit brut a été purifié par 
chromatographie flash (80:20 cyclohexane/acétate d'éthyle) pour donner 1,14 g (65%) du 
dipeptide pur Fmoc-Pro-Ser (ΨProCF3, H)-OMe 3 comme un isomère trans dans CDCl3 à 
300 K: solide blanc; mp 115 °C; Rf = 0.3 (70:30 cyclohexane/acétate d’éthyle); [α]23D -56.1 (c 
1.0, CHCl3); IR (neat) 2956, 1763, 1689 cm-1;  1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 1.94–2.05 (m, 1 
H, Hγ Pro-Ha), 2.10–2.26 (m, 2H, Hβ Pro-H), 2.27–2.39 (m, 1 H, H γ Pro-Hb), 3.52–3.60 (m, 
1 H, Hδ Pro-Ha), 3.67–3.74 (m, 1 H, Hδ Pro-Hb), 3.77 (s , 3 H, OMe), 4.23 (t, J = 7.1 Hz, 1 
H, Fmoc CH), 4.32 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 1 H, Hβ
 
ΨPro-Ha), 4.34 (d, J = 7.1 Hz, 2 H, Fmoc 
CH2-H), 4.36–4.40 (m, 1 H, Hα Pro-H), 4.50 (t, J = 8.7 Hz, 1 H, Hβ ΨPro-Hb), 5.06 (t, J = 7.8 
Hz, 1 H, Hα ΨPro-H), 6.23 (q, J = 4.8 Hz, 1 H, Hδ ΨPro-H), 7.31 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc 
arom), 7.40 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.56 (t, J = 8.5 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.77 (d, J = 
7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 24.8 (CH2, Cγ Pro), 30.9 (CH2, Cβ 
Pro), 47.1 (CH2, Cδ Pro), 47.2 (CH, Fmoc CH), 52.8 (CH3, OMe), 56.9 (CH, Cα Pro), 58.3 
(CH, Cα ΨPro), 67.7 (CH2, Fmoc CH2), 68.9 (CH2, Cβ ΨPro), 85.1 (q, J = 30.7 Hz, CH, Cδ 
ΨPro), 120.1 (2 × CH, Fmoc arom), 122.9 (q, J = 286.6 Hz, CF3), 125.2 (2 × CH, Fmoc 
arom), 127.1 (2 × CH, Fmoc arom), 127.8 (2 × CH, Fmoc arom), 141.4 (2 × CH, Fmoc 
arom), 155.4 (C, C=O), 168.8 (C, C=O), 173.0 (C, C=O); 19 F NMR (376.2 MHz, CDCl3) δ – 
81.9 (d, J = 5.2 Hz); ESIMS m/z: 519.28 [M + H]+; Anal. Calcd for C26H25F3N2O6 (518.17): 
C, 60.23; H, 4.86; N, 5.40, found: C, 60.22; H, 4.84; N, 5.51. 
Fmoc-Pro-Ser(ΨProCF3,H)-OH 4 
 
La saponification du dipeptide 3 (1 g, 1,93 mmol, 1 équivalent) a été réalisée par addition de 
NaOH (108 mg, 2,70 mmol, 1,4 éq.) à une solution 0,8 M CaC12 dans iPrOH-H2O 7:3 (50ml). 
Le mélange réactionnel a été agité pendant 4 h à température ambiante, désactivé avec HCl 
1M, puis concentré sous pression réduite et dilué avec H2O. La solution aqueuse a été extraite 
avec de l'acétate d'éthyle (3 x 50 ml). Les phases organiques combinées ont été lavées avec 
H2O (20 ml), séchées sur du MgSO4, filtrées et concentrées sous pression réduite. Une 
chromatographie éclair (95:5 de dichlorométhane/méthanol) a donné 963 mg (86%) de l'acide 
4 correspondant. 
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ANNEXE 6: Optimisation du couplage G-ѰPro 
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3. Optimisation de l’étape 1 
Pour piéger l’équivalent d’acide chlorhydrique généré lors de l’acylation, la réaction a été 
réalisée en présence de base. Quelle que soit la base utilisée (pyridine, bicarbonate de 
sodium), ou le nombre d’équivalents, la réaction procède avec épimérisation. Nous avons 
également testé différents solvants (THF, DCM) en jouant notamment sur la polarité. Là 
encore, les résultats ont été peu concluants. Enfin, la température joue quant à elle un rôle très 
important. En effet, il a été démontré qu’une légère hausse de température favorisait fortement 
l’épimérisation, et donc la formation du produit acylé comportant la pseudoproline de 
stéréochimie syn.  
 
4. Optimisation de l’étape 2 
L’élaboration du résidu glycine a tout d’abord été envisagée en réalisant la substitution du 
brome par la dibenzylamine. Cette stratégie ne s’est pas avérée satisfaisante, le dipeptide 
attendu étant obtenu avec un faible rendement de 44%. La réaction de substitution par 
l’azoture de sodium a ensuite été testée. Un premier essai à 80°C dans le DMF a conduit à des 
produits de dégradation. Puis la réaction a été réalisée à température ambiante, le produit a été 
obtenu avec un rendement satisfaisant de 83%. 
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Conclusion et perspectives 
 
 Le développement de CMP a débuté dans les années 1960 en vue de comprendre la 
stabilité de la triple hélice de collagène.1 A travers cet ouvrage, nous avons donc contribué à 
ces travaux à plus d’un titre. Nous avons montré que de simples spectres en RMN du proton 
permettaient d’étudier les échanges monomère-triple hélice, que ce soit en condition 
d’équilibre thermodynamique ou hors équilibre, pour caractériser les cinétiques d’assemblage. 
Ce travail a nécessité le développement de méthode de synthèse nous permettant d’avoir des 
quantités suffisantes de peptides pour pouvoir ensuite les engager dans des études 
biophysiques. En utilisant un marquage spécifique au 13C et 15N des glycines, nous avons pu 
mettre en évidence par RMN hétéronucléaire la présence des deux populations majoritaires, 
monomère et triple hélice, mais également de nombreux conformères minoritaires. Cette 
approche nous a permis d’inspecter pour chacun d’eux les paramètres pouvant affecter leur 
stabilité (concentration, température) alors que le dichroïsme circulaire ne détecte que la 
population PPII. A notre connaissance, personne n’avait encore utilisé cette méthode de 
marquage spécifique pour caractériser cet équilibre jusqu’à la publication de Hartgerink et 
al.2 parue au début de cette année. Nos études sont cependant complémentaires. Ils ont pu 
montrer des différences structurales aux extrémités des triples hélices ainsi que la nécessité 
d’avoir au moins deux triplets à chaque extrémité pour stabiliser la triple hélice. Nous avons 
également fait ces observations et nous avons par ailleurs obtenu des informations structurales 
locales par le développement de l’expérience CH2-TROSY. Grace à cette expérience, nous 
avons pu déterminer les constantes de couplages 3JHN-Hα sur toute la longueur du peptide, 
celles-ci étant directement liées à l’angle φ par la relation de karplus. A ce jour, les valeurs 
obtenues ne sont pas en bon accord avec les études de dynamique moléculaire ce qui reste 
préoccupant. L’établissement de liaisons hydrogène, l’échange des protons amides, ou la 
faible fraction d’amides deutérés pourront être pris en compte pour rapprocher au mieux 
expérience et théorie. Le développement de deux expériences à 3 dimensions a été réalisé : 
s3-HACAN et s3-HACACO. Celles-ci ont été appliquées aux peptides 4(POG)7 et 3(POG)7, 
elles permettent d’obtenir pour chaque glycine et chaque conformère de nombreuses 
constantes de couplages, jusqu’au 12 pour l’expérience s3-HACAN. L’enregistrement de ces 
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expériences 3D sur les peptides marqués aux extrémités sera réalisé dans un avenir très 
proche afin de confronter les valeurs de couplages mesurées aux analyses par dynamique 
moléculaire. Nous attendons ces derniers résultats pour publier ces développements 
méthodologiques en RMN.  
 Par ailleurs, nous avons mis en évidence la présence de deux types d’assemblages 
supramoléculaires qui résultent, selon nous, soit d’un assemblage imparfait des monomères, 
reliés localement par des amorces de triples hélices, soit d’un assemblage plus organisé issu 
des interactions latérales et axiales (tête-queue) de triples hélices.  Ce modèle est fondé sur 
nos études combinées de DLS, dichroïsme circulaire, SHG et RMN liquide/solide. La 
littérature rend compte de la présence de ces différents types d’assemblages par la formation 
de gels 3-6 à forte concentration ou de fibres7 mais ceux-ci sont très peu étudiés d’un point de 
vue moléculaire. Le modèle que nous avons établi nous a permis d’obtenir des paramètres 
thermodynamiques pour les assemblages de (POG)7 solubles : constantes de vitesse, 
variations d’enthalpie et d’entropie des assemblages en triple hélice et des assemblages 
désordonnés de haut poids moléculaire. La modélisation des cinétiques met en évidence une 
absence d’échange conformationnel direct entre les espèces triples hélices et les espèces 
oligomériques solubles. Pour finaliser cette partie du travail, nous prévoyons de réaliser des 
études complémentaires à différentes concentrations et pH. Il serait par ailleurs très 
intéressant de réaliser des études similaires sur le peptide (POG)10, qui à forte concentration, 
forme des assemblages insolubles fortement organisés. Nous souhaiterions également 
caractériser à l’échelle moléculaire ces assemblages. Les études de SHG, microscopie 
électronique (ombrage) RMN solide indiquent de manière convergente que ces espèces 
insolubles ont un degré d’ordre élevé mais nous ne disposons pas pour le moment 
d’information à l’échelle moléculaire. Des essais supplémentaires seront effectués pour 
obtenir des quantités de fibres marqués 13C, 15N qui soient compatibles avec une étude par 
RMN du solide. Nous poursuivons par ailleurs nos efforts pour trouver des conditions 
expérimentales permettant d’observer et de caractériser ces assemblages par des techniques de 
microscopie à très haute résolution. Il serait intéressant de voir comment se comporte le 
peptide (POG)7 à plus forte concentration, celui-ci forme-t-il des assemblages 
supramoléculaires insolubles tout comme le (POG)10 ? 
Les résultats que nous avons obtenus nous ont permis de définir des paramètres 
critiques pour la conception de molécules CMP. Celles-ci doivent pouvoir former rapidement 
des triples hélices stables, qui au-delà, doivent s’autoassocier et former des réseaux organisés. 
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Sous sa forme monomèrique, le peptide CMP de référence (POG)n explore plusieurs 
conformations en raison de l’équilibre cis-tans des liaisons Gly-Pro. Les peptides contenant 
une ou plusieurs liaisons cis ne sont pas compatibles avec la formation d’une triple hélice 
mais peuvent cependant s’autoassocier pour former des oligomères de haut poids moléculaire. 
Un premier élément que nous avons envisagé dans la conception de nouveau CMP a été 
d’abaisser la barrière d’énergie cis-trans grâce à l’emploi de motifs oxazolidine et la 
conjugaison de groupements trifluorométhylés fortement électroattracteurs. L’effet de ces 
pseudoprolines fluorés devrait (i) accélérer la formation des triples hélices, (ii) inhiber la 
formation d’agrégats. Par ailleurs, nous avons montré que les motifs (2S,4R)-Ser(ΨCF3,HPro) 
et (2R,4R)-Ser(ΨCF3,HPro) avaient la capacité de contraindre les plissements de cycle des 
motifs oxazolidines. Cette propriété est cruciale pour la conception de CMP car il a été 
montré que l’alternance down-up était déterminante pour stabiliser la triple hélice de 
collagène. Le motif (2S,4R)-Ser(ΨCF3,HPro) est un très bon mime de l’hydroxyproline 
puisqu’il stabilise fortement le plissement up mais au sein du tripeptide Pro-ΨPro-Gly (P3), il 
influence également le plissement de cycle de la proline précédente en up. Ceci peut 
s’expliquer par l’encombrement du groupe CF3 ainsi que par la faible contrainte de plissement 
du cycle proline. L’enchaînement (2S,4R)-Ser(ΨCF3,HPro)-(2R,4R)-Ser(ΨCF3,HPro) quant à lui, 
possèdent bien l’alternance down-up requise pour former la triple hélice de collagène. L’étude 
RMN approfondie des propriétés structurales par RMN de différents tripeptides incorporant 
ces motifs fait l’objet d’une publication qui sera soumise prochainement à Organic & 
Biomolecular Chemistry. La synthèse et l’étude structurale de plus longs peptides fluorés ont 
été entreprises. Nous ne sommes parvenus pour le moment qu’à insérer le triplet Pro-ΨPro-
Gly dans ces nouveaux CMP. Nous avons pu voir que la triple hélice était alors fortement 
déstabilisée, voire complétement inexistante, ce qui était prédictible du fait du non-respect de 
l’alternance des plissements de cycle.8,9 La synthèse de peptides incorporant le motif ΨPro-
ΨPro-Gly est en cours de développement. Les avancées méthodologiques effectuées pour les 
études des peptides (POG)n (n=7 ou 10)  seront mises à profit pour étudier ces nouveaux 
CMP. Nous espérons de ces peptides qu’ils augmentent la stabilité de la triple hélice mais 
également qu’ils promeuvent des assemblages supramoléculaires grâce à des interactions 
latérales fortes médiées par les atomes de fluor. En effet, nous avons pu visualiser par 
modélisation moléculaire que les atomes de fluor pointent vers l’extérieur de la triple hélice. 
Ce positionnement serait donc propice à promouvoir des interactions inter-triples hélices et 
stabiliser des assemblages supramoléculaires. 
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Il est encore difficile d’envisager, à ce jour, des biomatériaux ne contenant que des 
peptides synthétiques. C’est pourquoi nous avons également testé la capacité des (POG)n à 
moduler les phases denses de collagène naturel ce qui pourrait permettre la conception de 
nouveaux biomatériaux aux propriétés originales. En effet, Wang et al. ont montrés qu’il était 
possible de modifier les phases de collagène par dopage avec des peptidomimétiques.10 Nous 
avons engagé des études de concentration, à différents ratio peptide:collagène et observé par 
microscopie ou RMN les interactions éventuelles. Jusqu’à présent, nous n’avons obtenu 
aucune évidence expérimentale nous permettant d’affirmer que (POG)10 ou (POG)7 
s’intercalent dans les phases de collagène. L’utilisation de CMP fluorés pour doper des phases 
de collagène représente un autre champ d’investigation possible, les atomes de fluor étant 
bien connus pour augmenter les affinités des petites molécules pour les protéines.  
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